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Kapitel 1
Einleitung
Kolloidale Arzneiformen enthalten Partikel in der Größenordnung von 10  400 nm.
Zu ihnen gehören zum Beispiel mizellare Lösungen und Liposomen. Die physikoche-
mischen Eigenschaften der Partikel beeinﬂussen pharmazeutisch wichtige Parame-
ter wie die Wirkstoﬀfreisetzung, Beladungskapazität, Haltbarkeit und Toxizität der
Formulierung. Aus diesem Grund ist die physikochemische Charakterisierung der
Systeme ein sehr wichtiger Punkt in der Entwicklung. Diesem Punkt kommt noch
eine größere Bedeutung hinzu, wenn man bedenkt, dass sich die physikochemischen
Eigenschaften von Kolloiden aufgrund der geringen Partikelgröße stark von denen
des Bulkmaterials unterscheiden können [1].
Insbesondere in Bezug auf die Charakterisierung kolloidaler Arzneiformen stellt
Röntgen- ebenso wie Neutronenstreuung ein sehr mächtiges Werkzeug dar. Aufgrund
der kurzen Wellenlänge der eingesetzten Strahlung können hiermit Informationen
über Größe und Form von Kolloiden erhalten werden.
Im Rahmen dieser Arbeit sollten zwei kolloidale Beispielsysteme näher charakteri-
sert werden. Ein Schwerpunkt wurde dabei auf den Einsatz von Röntgenstreuung
und -beugung gelegt. Als Beispielsysteme wurden eine Nanosuspension in Form der
oberﬂächenmodiﬁzierten Lipidnanopartikel und ein mizellares System, die Quil A-
Assoziate, gewählt.
Oberﬂächenmodiﬁzierte Lipidnanopartikel
Feste Lipidnanopartikel stellen eine Alternative zu Emulsionen und Liposomen dar
[2, 3]. Sie bieten unter anderem die Möglichkeit, Wirkstoﬀ über einen verlängerten
Zeitraum freizusetzen [4].
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Aufgrund der kristallinen Struktur der Matrices, die meistens aus Triglyceriden be-
stehen, ist die Beladungskapazität der Partikel jedoch oft gering [5]. Um dieses
Problem zu lösen, gibt es unterschiedliche Ansätze. Eine Möglichkeit beschreiben
Friedrich und Müller-Goymann, die durch die Einarbeitung von Lecithin in die Ma-
trix eine Erhöhung der Beladungskapazität erreichen [6, 7]. Dieser Eﬀekt wird der
Bildung einer erstarrten invers mizellaren Lösung zugeschrieben. Um diese während
der Homogenisation zu erhalten, führen sie eine schmelzpunktnahe Hochdruckho-
mogenisation durch.
Weitere Arbeiten in der Gruppe um Müller-Goymann beschäftigten sich ebenfalls
mit lecithinhaltigen Nanopartikeln. In diesen Arbeiten wurden die Partikel jedoch
mittels Hochdruckhomogenisation bei Temperaturen über dem Schmelzpunkt der
Lipide durchgeführt [8, 9, 10, 11]. Aufgrund des Vorliegens einer Emulsion während
der Herstellung kann es leicht zur Diﬀusion des Lecithins aus der Matrix in die
Grenzﬂäche der Partikel oder in das Dispersionsmittel kommen.
Ziel dieses Teils der Arbeit war es, den Aufbau der resultierenden Lipidnanopartikel
zu untersuchen und festzustellen, ob eine Bildung zusätzlicher Assoziate durch das
Austreten von Lecithin aus der Matrix erfolgt.
Quil A-Assoziate
Quillaja-Saponine sind oberﬂächenaktive Substanzen, die mittels wässriger Extrak-
tion aus dem Seifenrindenbaum (Quillaja saponaria molina) gewonnen werden. Auf-
grund ihrer immunstimulierenden Wirkung haben sie ein großes Interesse hervorge-
rufen [12].
Chemisch bestehen sie aus einem Triterpenringgerüst, an das auf beiden Seiten hy-
drophile Zuckerreste gebunden sind. Sie gehören dementsprechend der Klasse der
Bolaamphiphile an und können mizellare Assoziate bilden [13, 14, 15]. Solubilisa-
tion von Cholesterol in Phospholipid und Quillaja-Saponin führt zur Bildung von
ISCOMs (immunostimulating complexes) [15]. Dabei handelt es sich um symmetri-
sche, käﬁgartige Partikel mit einer Größe von 40  100 nm [16]. Neben den ISCOMs
werden weitere Assoziate in Form von wormlike micelles, ringlike micelles und ge-
stapelten Strukturen gebildet.
Modelle zum Aufbau der Assoziate existieren bisher lediglich von Özel et al. so-
wie Kersten et al., die beide auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen basieren
[16, 17]. Neben der Elektronenmikroskopie wurden bisher fast ausschließlich Parti-
kelgrößenanalysen mittels dynamischer Lichtstreuung durchgeführt. Tiefergehende
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physikochemische Betrachtungen fehlen fast vollständig. Aus diesem Grund war das
Ziel dieses Teils der Arbeit eine Strukturaufklärung der gebildeten Assoziate. Zu
diesem Zweck wurden im Wesentlichen Röntgen- und Neutronenkleinwinkelstreu-
ung eingesetzt.
Da die pseudoternären Systeme sehr komplex sind [18], wurde der Schwerpunkt
auf das pseudobinäre System Cholesterol mit Quil A, das wormlike micelles bildet,
gelegt.
Kapitel 2
Röntgenbeugung und -streuung
Eine zentrale Methode dieser Arbeit stellt die Röntgenstrukturanalyse dar. Sie wird
eingesetzt, um Informationen über den Aufbau kolloidaler, ﬂüssigkristalliner und
kristalliner Systeme zu erhalten. Man unterscheidet zwischen Röntgenbeugung und
Röntgenstreuung. In diesem Kapitel sollen beide kurz erläutert werden.
Die dem folgenden Kapitel zugrunde liegende Literatur ist im Wesentlichen: Glatter
und Kratky (1982), Kratky (1983) sowie Guinier und Fournet (1955) [19, 20, 21].
2.1 Röntgenstreuung
2.1.1 Entstehung des Streubildes
Die diﬀuse Röntgenkleinwinkelstreuung (SAXS) wird in der Pharmazie eingesetzt,
um den Aufbau kolloidaler Systeme wie z. B. Liposomen und Mizellen aufzuklären.
Dafür wird die Probe mit Röntgenstrahlen bestrahlt und das entstehende Streubild
in Abhängigkeit vom Winkel aufgenommen. Hierbei kommt es zu Streuprozessen
zwischen Photonen und Elektronen. Man unterscheidet zwischen zwei verschiedenen
Arten der Streuung:
elastische Streuung: Elektronen werden durch die Röntgenstrahlen zum Schwin-
gen angeregt. Diese Energie geben sie in Form von Sekundärwellen wieder ab,
die idealerweise die gleiche Wellenlänge wie die eingesetzten Röntgenstrahlen
aufweisen. Diese Sekundärwellen interferieren und ergeben das Streubild.
Compton-Streuung: Röntgenstrahlen wechselwirken mit Elektronen der Atom-
hülle und verlieren dadurch an Energie. Die entstehenden Sekundärwellen
4
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Abb. 2.1: Interferenz von zwei Röntgenstrahlen. Links: Kleiner Partikel bei zwei unterschiedlichen
Winkeln. Rechts: Großer Partikel, bei dem bereits bei kleinen Winkeln große Gangunterschiede
auftreten [23].
weisen dementsprechend eine längere Wellenlänge auf. Die Compton Streu-
ung stört aufgrund der veränderten Wellenlänge die Messung, stellt jedoch im
Kleinwinkelbereich kein wesentliches Problem dar, da sie im Verhältnis zur
elastischen Streuung nur einen geringen Anteil ausmacht [22]. Des Weiteren
werden messtechnisch nur Röntgenstrahlen erfasst, deren Energie in etwa der
Ausgangsenergie entspricht.
Die entstehende Streuintensität (I) eines einzelnen Elektrons in Abhängigkeit vom
Winkel (ϑ) wird durch die Thompsonformel beschrieben:
I(2ϑ) = I0 · re
a2
· 1 + cos
2 2ϑ
2
(2.1)
Dabei ist I0 die Primärstrahlintensität, re der Elektronenradius und a der Abstand
zwischen Probe und Detektor. Bei kleinen Winkeln ist der Term cos2 2ϑ ungefähr
gleich 1, demzufolge ist der letzte Teil der Gleichung ebenfalls ungefähr 1. Damit
kann die gestreute Intensität durch ein einzelnes Elektron im Kleinwinkelbereich als
winkelunabhängig angesehen werden. Da in einer Probe viele Elektronen vorliegen,
kommt es zur Interferenz der entstehenden Sekundärwellen.
Abbildung 2.1 soll die Entstehung der Interferenzen verdeutlichen. Der linke Partikel
besitzt in etwa die Größe der Wellenlänge der verwendeten Röntgenstrahlen. Tref-
fen zwei Wellen zufällig im Inneren des Partikels auf ein Elektron, senden sie in alle
Raumrichtungen Sekundärwellen aus, die interferieren. In der Abbildung wird je-
weils die Interferenz zweier parallel laufender Sekundärwellen betrachtet. Im oberen
Fall ist ein großer Winkel dargestellt. Durch den längeren Weg des unteren Strahls
kommt es zu einem Phasenunterschied zwischen den Strahlen, der eine Auslöschung
der Strahlintensität bewirkt (destruktive Interferenz). Im unteren Fall - bei kleinen
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Winkeln - kommt es zu einer konstruktiven Interferenz der beiden Strahlen, da der
Gangunterschied klein ist im Verhältnis zur Wellenlänge.
Bei großen Partikeln (Abb. 2.1 rechts) tritt bereits bei kleinen Winkeln ein großer
Gangunterschied auf, so dass die Winkel, bei denen eine konstruktive Interferenz
vorliegt, kleiner sind als bei den zuvor beschriebenen kleinen Partikeln. Der Gang-
unterschied bei einem bestimmten Winkel ist also vom Abstand r der Elektronen
abhängig. Aus dem Gangunterschied ergibt sich die Phasenlage (e−ihr ) der inter-
ferierenden Strahlen in Abhängigkeit vom Streuwinkel nach folgender von Debye
beschriebenen Beziehung [24]:
〈
e−ihr
〉
=
sin(hr)
hr
(2.2)
Dabei ist h der Streuvektor, der sich vom Streuwinkel ableitet:
h =
4pi
λ
sinϑ (2.3)
Die Streukurve eines Partikels ergibt sich aus der Summe der Interferenzen aller
im System vorkommenden Elektronenpaare. Die Elektronenabstandsfunktion (p(r),
PDDF) beschreibt alle im System vorkommenden Elektronenpaare, da sie die Wahr-
scheinlichkeit angibt, zwei Elektronen im Abstand r voneinander zu ﬁnden. Damit
kann die Streufunktion (I(h)) bei Kenntnis der PDDF mit folgender Gleichung er-
mittelt werden [19]:
I(h) = 4pi
∞∫
0
p(r)
sin(hr)
hr
dr (2.4)
Voraussetzung dafür ist, dass das System keine Vorzugsorientierung und keine Fern-
ordnung aufweist. Dies ist bei den in dieser Arbeit vermessenen gering konzentrierten
mizellaren und liposomalen Formulierungen der Fall.
Die PDDF ist mit der Streukurve über eine Fouriertransformation verknüpft. Damit
ergibt sich, dass Informationen über große Abstände bei kleinen Winkeln und über
kleine Abstände bei großen Winkeln zu ﬁnden sind.
2.1.2 Die inverse Fouriertransformation (ITP)
Bei Röntgenstreuuntersuchungen ist jedoch im Normalfall die PDDF unbekannt. Es
wird lediglich eine Streufunktion gemessen. Aus der Streufunktion kann die PDDF
mittels Fouriertransformation berechnet werden:
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Abb. 2.2: Inverse Fouriertransformation [19]
p(r) =
1
2pi2
∞∫
0
I(h) · hr · sin(hr) · dh (2.5)
Zu diesem Zweck müsste jedoch die gesamte Streufunktion von null bis unendlich
messtechnisch zugänglich sein. Insbesondere bei kleinen Winkeln fehlt jedoch ein
Großteil der Information. Der Abbruch der Kurve führt durch die Fouriertransfor-
mation zu starken Oszillationen in der PDDF. Um dieses Problem zu umgehen,
haben Glatter und Kratky die inverse Fouriertransformation (ITP) eingeführt [25].
Es wird zunächst eine theoretische PDDF vorgegeben, die oberhalb einer maximalen
Partikelgröße (dmax, Abbruchbedingung) gleich Null gesetzt wird. Diese Annahme
kann man treﬀen, da die Partikel eine endliche Ausdehnung haben. Aus dieser Funk-
tion wird mittels Fouriertransformation die theoretische Streukurve berechnet (Abb.:
2.2). Die theoretische PDDF wird dann so lange verändert, bis die sich ergebende
Streufunktion möglichst nah an der gemessenen Streukurve ist.
Ein zusätzliches Problem stellt die Verschmierung der gemessenen Streukurve dar.
Eine Verschmierung entsteht, wenn kein exakt punktförmiger Strahl monochroma-
tischer Strahlung eingesetzt wird. Eine einfache Fouriertransformation der PDDF
führt dementsprechend nicht direkt zur gemessenen Streukurve. Unter Verwendung
des Strahllängen-, Strahlweiten- und Wellenlängenproﬁls wird aus der zuvor berech-
neten entschmierten Streukurve die verschmierte Streukurve berechnet. In diesem
Fall muss also die verschmierte Streukurve möglichst gut der gemessenen Kurve
entsprechen. Die Verschmierung durch das Strahlproﬁl kommt insbesondere bei der
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Verwendung einer Kratky-Kamera  wie sie in dieser Arbeit eingesetzt wurde  zum
Tragen, da sie ein schlitzförmiges Strahlproﬁl aufweist.
Die kleinstmögliche Abweichung von der Streukurve ergibt sich, wenn jeder der
Messpunkte auf der Kurve liegt. Eine solche Kurve oszilliert jedoch sehr stark,
man spricht von einer instabilen Lösung. Um dieses Problem zu umgehen, wird
ein Lagrange-Verfahren angewendet [25]. Dabei wird die optimale Lösung zwischen
einem geringem Fehler und einer möglichst wenig oszillierenden Funktion ermittelt.
Die bisher besprochene Auswertung entspricht der Auswertung nach der Kugelsym-
metrie, das bedeutet, sie liefert als Ergebnis die PDDF des gesamten Partikels, ge-
mittelt über alle drei Raumrichtungen. Liegen zylindrische (z.B. wormlike micelles)
oder blättchenförmige Strukturen (z.B. unilamellare Liposomen, bei denen der Bi-
layer als Blättchen angesehen wird) vor, können zusätzlich Informationen über die
PDDF des Zylinderquerschnitts bzw. senkrecht durch das Blättchen gewonnen wer-
den. Man spricht von einer Auswertung nach der Zylinder- bzw. Blättchensymmetrie.
Um die Kurven zu berechnen, geht man von einem unendlich langen Zylinder bzw.
unendlich ausgedehnten Blättchen aus. Der Beitrag dieser Strukturen zur Streuung
ist bekannt. Einen weiteren Beitrag zur Gesamtstreukurve liefert die Streuung des
Querschnitts des Zylinders bzw. der Linie senkrecht durch das Blättchen, wodurch
die PDDF nach Zylinder- bzw. Blättchensymmetrie durch eine ITP erhalten werden
kann.
Der PDDF liegt die Elektronendichteverteilung (ρ(r)) zugrunde. Diese gibt die räum-
lich gemittelte Elektronendichte über den Abstand r zum Mittelpunkt des Partikels
an. Mathematisch verknüpft sind die beiden Funktionen über eine Faltung [19]:
p(r) = r2
∞∫
−∞
ρ(r)ρ(−r)dr (2.6)
2.1.3 Streumassenradius nach Guinier
Der Streumassenradius nach Guinier (Rg) ist das mittlere Abstandsquadrat der
Elektronen zum Streuzentrum des Partikels. Die Streuung im Bereich sehr kleiner
Winkel kann damit wie folgt beschrieben werden:
I(h) = I0 · e
(−h2R2g
3
)
(2.7)
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Abb. 2.3: Links: Theoretische PDDF nach Kugelsymmetrie. Rechts: Aus der PDDF berechnete
Streufunktion eines Zylinders (durchgezogene Linie: homogener; gestrichelte Linie: inhomogener
Zylinder).
Dabei ist I0 die Streuintensität bei h = 0. Trägt man also ln(I(h)) gegen h2 auf,
kann aus der resultierenden Steigung der Geraden bei kleinen Winkeln Rg ermittelt
werden. Des Weiteren kann man erkennen, dass die Steigung der Streukurve gegen
Null strebt, wenn der Winkel sehr klein im Verhältnis zu Rg wird. Dieses Verhalten
nennt man auch Guinierverhalten.
Trägt man ln(h · I(h)) gegen h2 auf, kann der Streumassenradius des Zylinderquer-
schnitts und bei Auftragung von ln(h2 · I(h)) gegen h2 kann der Streumassenradius
der Linie senkrecht durch das Blättchen bestimmt werden.
2.1.4 Streuung eines Zylinders
Man kann mit SAXS Informationen über die Form und Größe der streuenden Ob-
jekte erhalten. Dies soll im Folgenden beispielhaft für einen zylindrischen Körper
dargestellt werden.
Abbildung 2.3 zeigt die theoretische Streufunktion im Power-Plot (log-log-Plot) so-
wie die PDDF zweier Zylinder. Die PDDF des homogenen Zylinders weist ein Maxi-
mum bei kleinen Abständen auf. Dieses entsteht durch die große Wahrscheinlichkeit,
zwei Elektronen mit einem Abstand r kleiner als dem Zylinderdurchmesser zu ﬁnden.
Der Bereich kleiner Abstände gibt also Informationen über den Zylinderquerschnitt.
Es schließt sich ein linear abfallender Bereich an, da die Wahrscheinlichkeit große
Abstände innerhalb des Zylinders zu ﬁnden mit zunehmendem Abstand immer ge-
ringer wird. Der Nulldurchgang am Ende gibt die maximale Ausdehnung, also die
Länge des Partikels an. Der Wendepunkt der Kurve gibt eine Auskunft über den
Durchmesser des Zylinders.
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Abb. 2.4: PDDF des Zylinderquerschnitts für einen homogenen (durchgezogene Linie) und einen
inhomogenen Zylinder (gestrichelte Linie).
Die Streukurve enthält die Informationen der PDDF im reziproken Raum. Der Gui-
nierradius des Partikels resultiert in einem Guinierverhalten bei kleinen Winkeln.
Bei mittleren Winkeln ist die Steigung im Power-Plot -1, was einer Proportionalität
der Intensität zu h−1 entspricht. Diese Steigung ist typisch für steife, stäbchenförmi-
ge Partikel und entsteht durch den linearen Abfall der PDDF. Liegen jedoch ﬂexible
Zylinder vor, entspricht die Steigung -1,67 [26]. Informationen über den Querschnitt
des Zylinders ﬁnden sich bei großen Winkeln. In diesem Bereich ändert sich die
Steigung von -1 auf -4, wenn ein runder, homogener Querschnitt vorliegt.
Im Fall eines inhomogenen Querschnitts kommt es nicht zu einem stetigen Anstieg
der PDDF bei kleinen Abständen. Die Erklärung ergibt sich aus der PDDF des
Zylinderquerschnitts, die eine Oszillation hohe  niedrige  hohe Wahrscheinlichkeit
aufweist (Abb. 2.4). Der lineare Verlauf der PDDF bei Ermittlung gemäß Kugel-
symmetrie bleibt davon jedoch unbeeinﬂusst. Aufgrund der Oszillation über den
Zylinderquerschnitt ergeben sich Änderungen bei großen Winkeln in der Streukur-
ve. Bei kleinen Winkeln bleibt die Streufunktion jedoch unbeeinﬂusst.
2.2 Röntgenbeugung
Die Röntgenbeugung ist ein Spezialfall der Röntgenstreuung. Auch hier liegt ei-
ne Streuung von Röntgenstrahlen an Elektronen zugrunde. Aufgrund von Periodi-
zitäten in der Struktur der vermessenen Probe kommt es jedoch zur Ausbildung
charakteristischer Bragg-Reﬂexe. Derartige Periodizitäten werden z. B. von regel-
mäßigen Gitterabständen in kristallinen oder ﬂüssigkristallinen Systemen gebildet.
Die Position der entstehenden Reﬂexe ist über die Bragg'sche Beziehung mit dem
Netzebenenabstand (d) verknüpft (n gibt die Ordnung des Reﬂexes an):
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nλ = 2d sinϑ (2.8)
Auch in dieser Gleichung gilt der bei der Röntgenstreuung beschriebene reziproke
Zusammenhang. Da kristalline Substanzen sehr kleine Netzebenenabstände aufwei-
sen, werden sie mittels Röntgenweitwinkelbeugung (WAXD  2ϑ > 5 ◦) untersucht.
Flüssigkristalline Strukturen hingegen weisen eine Fernordnung auf und können
dementsprechend mit Röntgenkleinwinkelbeugung (SAXD  2ϑ < 5 ◦) charakteri-
siert werden.
In der pharmazeutischen Industrie hat insbesondere WAXD eine sehr große Bedeu-
tung, da mit dieser Methode unterschiedliche Kristallmodiﬁkationen unterschieden
werden können.
SAXD wird häuﬁg für die Charakterisierung ﬂüssigkristalliner Systeme eingesetzt.
Die Reﬂexfolge im Streubild ist charakteristisch für die Art des vorliegenden Flüs-
sigkristalls (z.B. lamellar, hexagonal, kubisch) [27]. Zusätzlich kann aus der Reﬂex-
position auf die Größe des Netzebenenabstands geschlossen werden.
Kapitel 3
Oberﬂächenmodiﬁzierte
Lipidnanopartikel
3.1 Allgemeiner Teil
3.1.1 Entwicklung von festen Lipidnanopartikeln
In der Pharmazie werden bereits seit einigen Jahren kolloidale Formulierungen in
Form von Emulsionen und Liposomen als Arzneistoﬀträger eingesetzt [28, 29]. Eine
Alternative zu diesen Systemen, die Koaleszenz und Wirkstoﬀverlust durch Diﬀusi-
on aus den Partikeln zeigen können, sind feste Nanopartikel [2, 3]. Ein großes Gewicht
wurde in diesem Zusammenhang auf Polymere (z.B. Polymilchsäure/Polyglycolsäure,
Polycyanoacrylate und Proteine) als Träger gelegt. Beispiele mikropartikulärer For-
mulierungen auf dem deutschen Markt sind Decapeptyl (Triptorelinacetat) und San-
dostatin (Octreotidacetat), die auf Polymilchsäure/glycolsäurepartikeln basieren.
Ein großes Problem beim Einsatz von Polymeren als Träger ist ihr zellschädigendes
Potential. Gründe dafür können entweder die Polymere selbst sein, da sie als Nano-
partikel von Macrophagen aufgenommen werden können [30, 31, 32], oder Rückstän-
de aus dem Produktionsprozess [33]. Des Weiteren fehlen kosteneﬃziente Methoden
für die Produktion im Industriemaßstab unter Wahrung hoher Qualitätsstandards
[3]. Im Vergleich bieten die später entwickelten festen Lipidnanopartikel (SLN - so-
lid lipid nanoparticles) einige Vorteile. Es sind nanopartikuläre Systeme mit einer
Partikelgröße von 501000 nm. Als Träger dienen bei Raumtemperatur feste Lipi-
de, meistens Triacylglyceride, aber auch Wachse und Paraﬃne können eingesetzt
werden [34, 35, 36]. Diese Stoﬀe weisen im Vergleich zu Polymeren eine wesentlich
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geringere Toxizität auf [31, 32]. Zusätzlich gibt es mit der Hochdruckhomogenisation
eine kosteneﬃziente, etablierte Methode im Industriemaßstab [37].
SLN bieten die Möglichkeit der Adsorption oder Inkorporation von Arzneistoﬀen.
Damit stellen sie eine mögliche Arzneiform für die verlängerte Wirkstoﬀfreisetzung
dar [4]. Zusätzlich ermöglicht die Inkorporation des Wirkstoﬀs einen Schutz vor
chemischem Abbau [3, 4]. Die Einarbeitung von Wirkstoﬀen in die SLN ist mit vielen
Wirkstoﬀen erfolgt (z.B.: Prednisolon, Retinol, Doxorubicin, Estradiol) [4, 34, 38,
39]. Die Beladungskapazität ist jedoch meist gering, da aufgrund des kristallinen
Charakters der Partikel Fremdstoﬀe nur schlecht eingebaut werden können [5, 40].
Aufgrund dieses Nachteils wurden von Müller et al. 2002 Nanostructured Lipid Car-
riers (NLC) eingeführt. Bei den NLC wird die Kristallstruktur durch den Einbau
chemisch unterschiedlicher Lipide gestört und damit die Beladungskapazität erhöht
[41, 42]. Die vorgeschlagenen Strukturen und der Nutzen der NLCs sind jedoch
umstritten [43, 44, 45].
Eine andere Möglichkeit, die Löslichkeit des Wirkstoﬀs in der Matrix und damit die
Beladungskapazität der SLN zu erhöhen, wurde von Friedrich und Müller-Goymann
beschrieben [6, 7]. Hier wurde Lecithin als amphiphiles Molekül in die Lipidma-
trix eingearbeitet. Die resultierende Erhöhung der Wirkstoöslichkeit in der Matrix
wurde der Bildung einer festen invers mizellaren Lösung zugeschrieben, die die Wirk-
stoﬀe solubilisieren kann.
3.1.2 Eigenschaften von SLN und NLC
SLN bestehen aus einem kristallinen Lipidkern, der in der Regel eine Emulgatorhülle
zur Stabilisierung aufweist. Der Wirkstoﬀ wird entweder in den Kern inkorporiert
oder an die Oberﬂäche adsorbiert.
Die Eigenschaften und die sich daraus ableitende Freisetzungscharakteristik und
Stabilität der SLN und NLC werden stark durch die folgenden Parameter beeinﬂusst:
• Partikelgröße und -form
• Oberﬂächenladung
• Kristallisationsgrad und polymorphe Form der Matrix
• Bildung weiterer Strukturen (Liposomen, Mizellen) durch die enthaltenen Emul-
gatoren
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Sowohl die Partikelgröße als auch die -form haben einen großen Einﬂuss auf die Par-
tikeloberﬂäche und üben damit einen direkten Einﬂuss auf die Wirkstoﬀfreisetzung
aus [46].
Ein wichtiger Aspekt ist die polymorphe Form der Matrix. Man unterscheidet zwi-
schen β-, β′- und α-Form. Beim Abkühlvorgang bildet sich aus der Schmelze zu-
nächst die α-Modiﬁkation, die verhältnismäßig instabil ist. Bei Lagerung wird dar-
aus die stabile β-Modiﬁkation [47]. Diese Umlagerung erfolgt über eine metastabile
β′-Modiﬁkation, die über Jahre stabil sein kann. Der Ordnungsgrad der Kristalle
nimmt in der Reihenfolge α, β′ zu β zu [3, 48].
Aufgrund der während der Lagerung geringer werdenden Anzahl an Störstellen
kommt es zur Erniedrigung der Beladungskapazität für Fremdstoﬀe. Dies kann eine
Verdrängung des Wirkstoﬀs aus dem Kristallgitter zur Folge haben [5, 40]. Auch
die Freisetzung der Wirkstoﬀe wird durch die polymorphe Form beeinﬂusst, denn
ein größerer Ordnungsgrad bedeutet gleichzeitig eine Verringerung der Mobilität des
Wirkstoﬀs in der Matrix [46].
Insbesondere kurzkettige, gesättigte Lipide neigen zur Bildung einer unterkühlten
Schmelze [49]. Aufgrund der nicht erfolgten Kristallisation ist die Beladungskapa-
zität sehr hoch, aber als Nanoemulsion weisen sie nicht die Vorteile von SLN auf
[36, 50].
Das komplexe Kristallisationsverhalten der Lipide wird von vielen Faktoren wie
eingesetztes Lipid, Größe der Partikel, Abkühlrate, verwendete Emulgatoren und
Fremdstoﬀe beeinﬂusst [36, 51]. Eine schnellere Umlagerung wird zum Beispiel für
kleinere Partikel beobachtet [52]. Auch die Art des Emulgators beeinﬂusst das Kris-
tallisationsverhalten. So führt der Einsatz gesättigter Lecithine zur beschleunigten
Kristallisation, aber langsameren Transformation von der α- in die β-Form als der
Einsatz ungesättigter Phospholipide [50]. Schubert et al. haben nachgewiesen, dass
eine Erhöhung der Lecithinkonzentration in einer schnelleren Umlagerung resultiert
[10].
Für die Stabilisierung der SLN werden Emulgatoren eingesetzt. Diese beﬁnden sich
nicht ausschließlich an der Partikeloberﬂäche, sondern können zusätzlich Strukturen
in Form von Mizellen und Liposomen bilden [36, 46]. So konnte die Existenz von
Liposomen in Nanoemulsionen für die parenterale Ernährung nachgewiesen werden
[53]. Auch für SLN-Formulierungen, die mit einer Phospholipid-Gallensalz-Mischung
stabilisiert wurden, konnte cryo-mikroskopisch die Bildung von Liposomen nachge-
wiesen werden, wobei deren Anzahl geringer war als in Emulsionen [54]. Heiati et al.
konnten hingegen mit Zentrifugationsuntersuchungen keine Liposomen nachweisen,
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Abb. 3.1: Modelle von NLC (a) normale SLN (b) Kristall mit Defekten (c) Amorpher Typ (d)
Multipler Typ (modiﬁziert nach [41]), die schwarzen Rechtecke bzw. Kreise stellen den Wirkstoﬀ
bzw. wirkstoﬀhaltige Tröpfchen dar.
woraus sie auf die Bildung multilamellarer Schichten um die Partikel schließen [55].
Diese zusätzlichen Strukturen können die Solubilisation von Wirkstoﬀ außerhalb der
Partikel bewirken und damit die Wirkstoﬀfreisetzung und die Beladungskapazität
beeinﬂussen [36].
NLC hingegen sollen komplexer aufgebaut sein. Müller et al. schlagen die in Abbil-
dung 3.1 dargestellten Modelle vor [41]. Die Kombination von festen und ﬂüssigen 
in geringer Konzentration  Lipiden führt demnach zur Bildung von Fehlstellen im
Kristallgitter, in die der Wirkstoﬀ eingearbeitet werden kann (Modell b) [56]. Wird
die Konzentration des ﬂüssigen Lipids erhöht, kann es nicht mehr molekulardispers
gelöst werden, sondern bildet eine Art multiples System: Öl in festem Lipid in Was-
ser. In den Öltröpfchen kann der Wirkstoﬀ besser gelöst werden (d) [42, 57]. Jores et
al. beobachteten jedoch die Bildung von Nanospoons, bei denen Öltröpfchen auf fes-
ten Lipidpartikeln aufgelagert sind [43, 44, 45]. Die dritte Struktur von NLC ist der
amorphe Typ. Auch hier werden geeignete feste und ﬂüssige Lipide gemischt (z.B.:
Hydroxyoctacosanylhydroxystearat und Isopropylmyristat). Es entstehen feste, aber
amorphe Partikel, die eine höhere Beladungskapazität aufweisen (c) [56].
3.1.3 Herstellung von SLN
Mikroemulsionstechnik
Die Mikroemulsionstechnik wurde von Gasco eingeführt. Zunächst wird eine Mikro-
emulsion mit den geschmolzenen Lipiden hergestellt. Die heiße Mikroemulsion wird
unter Rühren in eine kalte, wässrige Lösung gegeben [58]. Dies führt zur Präzipita-
tion des geschmolzenen Lipids. Die entstehenden Partikel sind sehr klein, was nicht
auf den mechanischen Eﬀekt des Rührens, sondern den hohen Dispersitätsgrad der
Lipide in der Mikroemulsion zurückzuführen ist [46].
Nachteil dieses Verfahrens ist ein geringer Lipidanteil und eine hohe Emulgatorkon-
zentration [36].
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Emulsionstechnik
Verwendet wird eine wässrige Emulsion des Lipids, gelöst in mit Wasser nicht misch-
baren organischen Lösungsmitteln. Diese wird zunächst hochdruckhomogenisiert.
Anschließend wird das Lösungsmittel entfernt, wodurch es zur Präzipitation des Li-
pids kommt [59, 60]. Mit dieser Methode können je nach verwendetem Emulgator
Partikelgrößen bis herab zu 25 nm erreicht werden und eine Einarbeitung ther-
molabiler Stoﬀe ist möglich. Als Nachteil muss jedoch die Verwendung organischer
Lösemittel und die geringe Lipidkonzentration gewertet werden [36, 46].
Solvent-Injection
Lipid wird in einem mit Wasser in jedem Verhältnis mischbaren organischen Lö-
sungsmittel gelöst und in eine gerührte wässrige Lösung gegeben. Durch die Verdün-
nung des Lösungsmittels kommt es zur Präzipitation des Lipids [61]. Auch bei dieser
Methode ist der Einsatz von Lösungsmittel erforderlich, und es können nur geringe
Mengen Lipid eingearbeitet werden. Im Vergleich zu den im Vorfeld beschriebenen
Methoden kann die Emulgatorkonzentration jedoch verringert werden.
Superkritische Fluidextraktion von Emulsionen
Das Patent beschreibt die Herstellung von 51000 nm großen Partikeln aus einer
O/W-Emulsion mit dem in organischen Lösungsmitteln gelösten Lipid. Das verwen-
dete Lösungsmittel muss vollständig im eingesetzten superkritischen Fluid (SCF)
löslich sein. Bei Zugabe des SCF diﬀundiert das Lösungsmittel in das SCF, das
Lipid fällt aus [62]. Derzeit gibt es noch keine weiteren Untersuchungen zu dieser
Herstellungsmethode, so dass eine Beurteilung erst später erfolgen kann.
Rotor-Stator-Homogenisation und Ultraschallhomogenisation
Diese Methode kommt ohne organische Lösungsmittel aus. Die Lipide werden aufge-
schmolzen und mit Hilfe eines Rotor-Stator Homogenisators oder Ultraschall in der
heißen, wässrigen Phase dispergiert. Dabei werden breite Partikelgrößenverteilungen
zwischen 100 und 200 nm erreicht [36, 46].
Hochdruckhomogenisation
Die Hochdruckhomogenisation ist derzeit die Standardmethode zur Herstellung von
SLN, insbesondere da Scaling-Up hier meist kein Problem darstellt [37]. Bei dieser
Methode wird Flüssigkeit mit hohem Druck (1002000 bar) durch einen schmalen
Spalt gepresst (einige Mikrometer). Dadurch wird die Flüssigkeit innerhalb kürzester
Zeit auf sehr hohe Geschwindigkeiten (über 1000 km/h) beschleunigt. Die Folge sind
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sehr hohe Scherkräfte und Kavitation, die die Partikel bis in den Nanometerbereich
zerkleinern [46]. Der max. Lipidgehalt der SLN liegt bei ca. 30% [48].
Man unterscheidet zwei Varianten: Heiß- und Kalthomogenisation. Bei der Heißho-
mogenisation wird das Lipid zunächst geschmolzen und zusammen mit der heißen,
wässrigen Phase z.B. mittels Ultra-Turrax vordispergiert und anschließend bei Tem-
peraturen über dem Schmelzpunkt des Lipids homogenisiert. Durch die Erstarrung
des Lipids beim Abkühlen entsteht die Nanosuspension. Bei der Kalthomogenisation
wird die Lipidmatrix im Vorfeld in ﬂüssigem Stickstoﬀ oder Trockeneis gemahlen.
Diese vorzerkleinerten Partikel (50100 µm) werden in die kalte, wässrige Phase
gegeben und anschließend bei Raumtemperatur oder kälter homogenisiert. Um ein
Aufschmelzen des Lipids während der Homogenisation zu verhindern, ist eine ex-
akte Temperaturführung wichtig. Zwar sind die Partikelgrößenverteilungen bei der
Kalthomogenisation in der Regel größer und breiter, dennoch bietet sie zur Heißho-
mogenisation einige Vorteile [3, 46]:
• geringere Temperaturbelastung für denWirkstoﬀ während der Homogenisation
• Die Verteilung insbesondere hydrophiler Wirkstoﬀe in die wässrige Phase wird
verringert
• durch das schnelle, tiefe Abkühlen der Matrix ist der Rekristallisationsschritt
weniger komplex
3.2 Material und Methoden
Die in diesem Teil der Arbeit vorgestellten Ergebnisse wurden in Zusammenarbeit
mit Herrn Dr. Martin Schubert an der von ihm entwickelten Formulierung erhalten,
wobei die TEM-Aufnahmen von Herrn Schubert zur Verfügung gestellt wurden.
3.2.1 Material
Hartfett
Als Lipidmatrix wurde Hartfett in Form von Softisan 154 (S154) (Condea, Deutsch-
land, Witten) verwendet, das freundlicherweise vom Hersteller zur Verfügung ge-
stellt wurde. S154 ist ein Gemisch gesättigter Triglyceride, die partialsynthetisch
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Tab. 3.1: Zusammensetzung der Fettsäurereste (links) und die Fettkennzahlen (rechts) von S154
Fettsäure Anteil [%] Kennzahl Wert
Laurinsäure C12:0 < 2 Steigschmelzpunkt 56,7 ◦C
Myristinsäure C14:0 < 3 Verseifungszahl 200 mg KOH / g
Palmitinsäure C16:0 48 Iodzahl < 3 mg I / 100mg
Stearinsäure C18:0 48 Säurezahl 0,14 mg KOH / g
Hydroxylzahl 5,5 mg KOH / g
Abb. 3.2: Strukturformel von Phosphatidylcholin und die Anteile der Fettsäurereste (R1 und R2)
aus Palmkernöl gewonnen werden. Die Zusammensetzung der Fettsäurereste [63]
sowie die Fettkennzahlen (laut Analysenzertiﬁkat) gibt Tabelle 3.1 wieder.
Phosphatidylcholin
Phosphatidylcholin ist ein amphiphiles Molekül, bei dem ein Cholinrest über Phos-
phat mit Glycerin und zwei Fettsäuren verbunden ist. Durch den voluminösen li-
pophilen Rest weist es einen Packungsparameter größer als 1 auf. Es werden also
bevorzugt lamellare Mesophasen und liposomale Assoziate ausgebildet.
Das eingesetzte Phospholipid war Phospholipon 90 G (P90G), das freundlicherweise
vom Hersteller (Nattermann Phospholipid GmbH, Deutschland, Köln) zur Verfü-
gung gestellt wurde. Es handelt sich um ein hoch gereinigtes Sojalecithin, das laut
Analysenzertiﬁkat einen Phosphatidylcholingehalt von 90 - 96% aufweist. Der ma-
ximale Anteil an Lysophosphatidylcholin beträgt 6,0%.
Der Aufbau von Phosphatidylcholin und die Zusammensetzung der Fettsäurereste
ist in Abbildung 3.2 dargestellt [64].
Im Folgenden wird anstelle von Phosphatidylcholin Lecithin geschrieben.
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Macrogol-15-hydroxystearat
Als hydrophiler Emulgator wurde Solutol HS15 (SOL) (BASF, Deutschland, Lud-
wigshafen) eingesetzt. SOL ist Macrogol-15-hydroxystearat, ein nicht-ionischer Emul-
gator mit einem HLB-Wert von 14-16, der aufgrund seiner geringen Toxizität als
Lösungsvermittler für Parenteralia verwendet werden kann [65].
Im Folgenden wird die Bezeichnung Solutol oder die Abkürzung SOL verwendet.
Thiomersal
Zur Konservierung wurde Thiomersal (Caelo, Deutschland, Hilden) in einer Kon-
zentration von 0,005% (m/m) bezogen auf die Wasserphase verwendet.
Wasser
Es wurde ausschließlich frisch hergestelltes, bidestilliertes Wasser eingesetzt.
3.2.2 Methoden
3.2.2.1 Herstellung der Systeme
Lipidmatrix (LM)
S154 und P90G (0-50% m/m) wurden eingewogen und anschließend unter Rühren
aufgeschmolzen, bis eine klare, gelbe Lösung entstand. Diese wurde bis zum Erstar-
ren kaltgerührt.
Lipidnanopartikelsuspension (SLN)
Die Herstellung erfolgte mittels Heißhomogenisation. Zunächst wurde eine Lösung
von 1% (für SLN mit 5% LM) oder 3% (m/m) SOL (für SLN mit 15% LM) und
0,005% (m/m) Thiomersal in Wasser hergestellt (bezogen auf die Wasserphase). Zu
dieser Lösung wurde die Lipidmatrix gegeben (5 oder 15% (m/m) bezogen auf das
Gesamtsystem). Die erhaltene Dispersion wurde bei 70 ◦C mit einem Ultra Turrax
(IKA, Deutschland, Stauﬀen) bei 13000 Upm für 5 min vordispergiert. Die Homo-
genisation der Voremulsion erfolgte mit einem Emulsi-Flex-C5 (Avestin, Kanada,
Ottawa) bei 1000 bar über 20 Zyklen bei 50 ◦C. Anschließend erfolgte die Rekristal-
lisation der Partikel bei Raumtemperatur.
SAXS-Referenzsysteme
Die Systeme bestanden aus 1,0% (m/m) SOL und einem variierendem Anteil (0-
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2,5% (m/m)) P90G in Wasser. Die Bestandteile wurden eingewogen und anschlie-
ßend mittels Ultraschall (SoniPrep 150, MSE Scientiﬁc Instruments, England, Craw-
ley) dispergiert. Die Beschallung erfolgte in 30 Zyklen über 30 s Beschallen und 30 s
Pause.
NMR-Referenzsysteme
Die folgenden Referenzsysteme wurden inWasser hergestellt: mizellare Lösung (3,0%
(m/m) SOL), kleine, unilamellare Liposomen (4,5% (m/m) P90G) und eine ge-
mischte Dispersion (3,0% (m/m) SOL und 4,5% P90G). Die Dispergierung erfolgte
entsprechend den SAXS-Referenzsystemen.
Zusätzlich wurde eine ethanolische P90G-Lösung hergestellt (4,5% (m/m) P90G).
3.2.2.2 Röntgenkleinwinkelbeugung (SAXD)
Die Messungen erfolgten mit einer Kratky-Kompaktkamera bei ca. 10−4 bar. Die
Proben wurden mittels der Temperiereinheit K-Pr temperiert (beide: Anton Paar,
Österreich, Graz). Die eingesetzte Röntgenstrahlung war Cu-Kα-Strahlung mit ei-
ner Wellenlänge von λ=0,1542 nm, die vom Generator PW1830 mit der Röhre
PW2253/11 (beide: Philips, Deutschland, Kassel) bei einer Spannung von 30 kV
und einer Stromstärke von 20 mA produziert wurde. Die ebenfalls vorhandene Kβ-
Strahlung wurde durch einen Nickelﬁlter vor dem Kollimationssystem reduziert.
Die Detektion erfolgte mittels ortsempﬁndlichem Detektor (OED 50M, MBraun,
Deutschland, München). Die Messzeit wurde um die Totzeit des Detektors korri-
giert.
Für die Entschmierung der Beugungskurven wurde das Programmpaket ITR-92
(Anton Paar, Österreich, Graz) eingesetzt. Die Entschmierung beruht auf dem Sys-
tem der indirekten Transformation im reziproken Raum (ITR) [66]. Nach erfolg-
ter Entschmierung kann der Netzebenenabstand d über die Braggsche Gleichung
(nλ = 2d sinϑ mit h = (4pi/λ) sinϑ) errechnet werden.
Matrix
Die Matrix wurde als Pulver zwischen zwei Kaptonfolien (Kapton H25, DuPont,
USA, Willmington) vermessen. Die Proben wurden vor der Messung für 10 min bei
20 ◦C temperiert und anschließend 600 s vermessen.
Aufgrund des Aufbaus des Probenhalters war es nicht möglich, einheitliche Men-
gen an Pulver in den Strahlengang einzubringen, so dass die Ergebnisse lediglich
qualitativ auswertbar sind.
3.2. MATERIAL UND METHODEN 21
Lipidnanopartikelsuspension
Vor der Messung wurden die Proben mit einem Lipidanteil von 5% für 10 min bei
20 ◦C temperiert. Die Messzeit betrug 3600 s.
3.2.2.3 Röntgenkleinwinkelstreuung (SAXS)
Um die Nanopartikel (5 und 15% Lipidanteil) zu entfernen, wurden die Nanosuspen-
sionen vor der SAXS-Messung bei 3000 g durch einen Vivaspin 20 ml Konzentrator
(Vivascience, Deutschland, Hannover) für 30 min zentrifugiert (Allegra 64R Centri-
fuge, Beckman Coulter, USA, Fullerton). Die SAXS-Referenzsysteme wurden sowohl
vor als auch nach der Zentrifugation vermessen.
Der Messaufbau entsprach den SAXD-Messungen. Vor der Messung wurden die Pro-
ben für 10 min bei 20 ◦C temperiert. Die Messzeit betrug 3600 s. Für die Entschmie-
rung der Streukurven wurde das Programmpaket ITP-92 (Anton Paar, Österreich,
Graz) eingesetzt. Die Entschmierung und die Berechnung der Elektronenabstands-
funktion (PDDF) erfolgte mittels inverser Fouriertransformation (ITP) nach Glatter
[25].
3.2.2.4 Partikelgrößenbestimmung
Laserlichtbeugung
Die Laserlichtbeugung wurde zur Bestimmung von Partikelgrößen über 1000 nm ein-
gesetzt. Durchgeführt wurde sie mit einem Mastersizer MS 20 (Malvern, Deutsch-
land, Herrenberg). Vor der Messung wurden ca. 50 mg der Lipidnanopartikeldisper-
sion in 100 ml Wasser verdünnt. Die erhaltene Partikelgröße ist der Median der
Volumenverteilung, und wurde von der Software Malvern SB O9 unter Anwendung
der Fraunhofer-Theorie berechnet.
Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)
Bei Partikelgrößen unter 1000 nm wurde die PCS eingesetzt. Durchgeführt wurden
die Messungen mit dem Zetasizer 3 (Malvern, Deutschland, Herrenberg), modiﬁziert
mit einem He/Ne-Laser (SpectraPhysics, USA, Mt. View) bei einem Winkel von
90 ◦. Um Mehrfachstreuung zu vermeiden, wurden die Lipidnanopartikel vor der
Messung mit ﬁltriertem, bidestilliertem Wasser verdünnt. Als Probenzelle dienten
Pyrokontrol-Röhrchen (10 x 75 mm, Acila, Deutschland, Walldorf). Die Proben
wurden bei 20 ◦C für 2 min mit einer Messzeit von 30 ms vermessen. Jede Messung
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wurde mindestens dreimal durchgeführt. Für die Auswertung wurde der zAverage
(zAv) und der Polydispersitätsindex (PI) verwendet.
3.2.2.5 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
Die Proben (Lipidmatrix bzw. SLN mit 5% Lipidmatrix) wurden in schmelzendem
Stickstoﬀ bei -210 ◦C zwischen zwei Goldplättchen schockgefroren. Die so erhalte-
ne Probe wurde in einer Gefrierbruchätzanlage BAF 400 (Balzers, Deutschland,
Wiesbaden) bei -100 ◦C und 5 ·10−6 bar zunächst gebrochen und danach mit Platin-
Kohle im Winkel von 45 ◦ bedampft. Im Anschluss erfolgte eine Bedampfung mit
reiner Kohle im Winkel von 90 ◦. Die so erhaltenen Replika wurden mit konzen-
trierter Schwefelsäure und Wasser von den Probenresten gereinigt und mit dem
Transmissionselektronenmikroskop EM 300 (Philips, Deutschland, Kassel) bei 80 kV
untersucht.
3.2.2.6 NMR-Spektroskopie
Zur Erhöhung der Empﬁndlichkeit wurden Lipidnanopartikelsuspensionen mit ei-
nem Lipidanteil von 15% untersucht. Die Messungen wurden mit einem NMR-
Spektrometer DRX-400 (Bruker, Deutschland, Rheinstätten) bei 400 MHz und 20 ◦C
durchgeführt. Als Locksubstanz wurde für 1HNMR -Messungen D2O in einer Ka-
pillare mit in das NMR-Probengefäß gegeben. Bei den 31PNMR-Untersuchungen
diente Orthophosphorsäure als externer Standard.
3.2.2.7 IR-Spektroskopie
Für die Untersuchungen wurde ein Kaliumbromid-Pressling mit der Probe herge-
stellt. Dieser wurde im Anschluss mit dem IR200 (ThermoNicolet, USA, Waltham)
im Wellenlängenbereich von 400 - 4000 cm-1 vermessen.
Als Probe dienten die gefriergetrockneten Lipidnanopartikel, die unbehandelte Li-
pidmatrix sowie die Substanzen P90G (gefriergetrocknete Liposomen), S154 und
SOL (gefriergetrocknete mizellare Lösung). Auf eine Untersuchung des Thiomer-
sals wurde aufgrund der geringen Konzentration im Gesamtsystem (0,005% in der
Wasserphase) verzichtet.
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3.3 Versuchsergebnisse und Diskussion
Wie bereits im Abschnitt 2.1 beschrieben, stellt die geringe Beladungskapazität von
festen Lipidnanopartikeln ein großes Problem dar. In vorangegangen Arbeiten dieser
Gruppe wurde untersucht, ob eine Matrix aus Triglyceriden zusammen mit Phos-
pholipid eine Erhöhung der Beladungskapazität auch in dispergierter Form bewirkt
[6, 7].
In diesem Teil der Arbeit wird untersucht, wie das Phospholipid in die Formulierung
eingebaut ist. Da die Matrix während der Herstellung aufgeschmolzen wird, entsteht
intermediär eine Emulsion. Daraus kann man die möglichen Aufenthaltsorte des
Lecithins nach der Herstellung ableiten:
• Das Phospholipid verbleibt in der Matrix und wird mit in das Triglycerid-
Kristallgitter eingebaut und/oder bildet eine feste invers mizellare Lösung [6].
• Nach dem Aufschmelzen der Matrix diﬀundiert das Lecithin in die Grenzﬂä-
che der Emulsion, um diese zu stabilisieren. Dort bilden sie einen Monolayer
und/oder multilamellare Schichten um den Tropfen.
• Lecithin kann aus den lipophilen Tropfen in das wässrige Umgebungsmedium
diﬀundieren und dort kolloidale Mischstrukturen wie Liposomen und Mizellen
mit dem ebenfalls enthaltenen Emulgator SolutolHS15 eingehen.
Des Weiteren kann mit den angewendeten Methoden eine Information über die po-
lymorphe Form des Hartfetts gewonnen werden.
3.3.1 Partikelgröße
Variation des Lecithingehalts
Die Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) wurde eingesetzt, um den hydrody-
namischen Durchmesser (zAverage) der dispergierten Partikel zu ermitteln, der ein
Maß für die Größe der Partikel darstellt. Ein weiterer resultierender Parameter ist
der Polydispersitätsindex (PI), der einen Wert von 0 bis 1 aufweist und ein Maß für
die Polydispersität einer Formulierung ist.
In Tabelle 3.2 sind die Ergebnisse der Partikelgrößenbestimmung dargestellt. Das
System mit 15% Lipidmatrix und 10% Lecithin wurde nicht mittels PCS vermessen,
sondern es wurde auf die Laserlichtbeugung zurückgegriﬀen, da hier Partikelgrößen
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Tab. 3.2: Partikelgrößen der Lipidnanopartikel mit unterschiedlichem Gehalt an Lecithin in der
Matrix (10 - 50%) und variierendem Lipidanteil (5% und 15%) (n=3) (10% P90G und 15% Matrix
wurde mittels Laserlichtbeugung bestimmt)
Gehalt 5% Lipidmatrix 15% Lipidmatrix
P90G zAv±sd [nm] PI± sd zAv±sd [nm] PI± sd
10% 278± 7 0, 27± 0, 02 12200± 650 −
20% 165± 3 0, 20± 0, 01 158± 3 0, 20± 0, 01
30% 100± 4 0, 19± 0, 01 104± 2 0, 22± 0, 01
40% 97± 3 0, 18± 0, 01 104± 5 0, 20± 0, 01
50% 98± 5 0, 20± 0, 01 103± 3 0, 20± 0, 02
im Mikrometerbereich vorliegen. Als Ergebnis ist der Median der Volumenverteilung
angegeben.
Alle Systeme mit einem geringen Anteil an Lipidmatrix (5%) und einem Lecithin-
Gehalt von 10 - 50% bezogen auf die Lipidmatrix ließen sich ohne Probleme her-
stellen. Die Partikelgrößen werden mit zunehmendem Anteil an Lecithin (bis 30%)
kleiner, was auf eine Stabilisierung der Grenzﬂäche durch Lecithin schließen lässt.
Da bei der Heißhomogenisation eine Emulsion dispergiert wird, kann P90G aus dem
Inneren der Tröpfchen in die Grenzﬂäche diﬀundieren und dort zur Stabilisierung
beitragen. Je mehr Lecithin vorliegt, desto kleinere Emulsionströpfchen können sta-
bilisiert werden. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit vorangegangen Arbeiten
dieser Gruppe [9, 11].
Ab einem kritischen Lecithingehalt von 30% bleibt die Partikelgröße konstant. Über-
schüssiges Lecithin wird also nicht mehr für eine Vergrößerung der Grenzﬂächen ver-
wendet, sondern kann zusätzliche Lamellen um die Partikel bilden, in die wässrige
Phase diﬀundieren oder in die Matrix inkorporiert werden. Auch dies wurde bereits
vorher beschrieben [9, 11].
Wird der Gehalt an Lipidmatrix im Gesamtsystem von 5 auf 15% erhöht, ändern
sich die resultierenden Partikelgrößen nicht. Die Struktur der Nanopartikel bleibt
durch eine Erhöhung des Matrixanteils von 5 auf 15% wahrscheinlich unverändert.
Der einzige Unterschied ist bei 15% Lipidmatrix mit 10% P90G zu erkennen. Die
Partikelgröße ist um ein Vielfaches größer und diese Formulierung nimmt nach ei-
niger Zeit eine halbfeste, redispergierbare Form ein. Dies wurde ebenfalls bereits in
früheren Arbeiten gezeigt [10, 11]. Die Bildung halbfester Systeme wird häuﬁg bei
SLN beobachtet, die mit Phospholipid stabilisiert sind, und wird mit einer ungenü-
genden Emulgatorkonzentration in der Grenzﬂäche begründet [36].
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Tab. 3.3: Partikelgrößen von SLN mit 5% Lipidmatrix (30% P90G) und unterschiedlichem Solu-
tolgehalt (n=3).
Gehalt Solutol [%] zAv±sd PI± sd
1,00 97± 1 0, 18± 0, 01
1,67 69± 2 0, 19± 0, 01
2,50 56± 1 0, 16± 0, 00
Variation des Solutolgehalts
Tabelle 3.3 zeigt, dass eine Erhöhung des Solutolanteils in einer weiteren Partikelgrö-
ßenverkleinerung resultiert, was auch in vorangegangen Arbeiten beobachtet wurde
[9, 10]. Dies kann über den kleineren Packungsparameter des Solutols im Vergleich
zum Lecithin erklärt werden. Während Lecithin aufgrund des kleineren hydrophi-
len Restes keine kleineren Tröpfchen mehr stabilisieren kann, ist dies mit Solutol
möglich.
Es wäre interessant gewesen, diesen Aspekt an den Systemen mit 15% LM eben-
falls zu untersuchen, da diese bei einem geringen Anteil an P90G große Partikel im
Mikrometerbreich bilden. Dies ist im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht erfolgt, da
der Fokus auf den Systemen mit 5% LM lag.
3.3.2 TEM
Matrix
Abbildung 3.3 ist stellvertretend für alle Lipidmatrixformulierungen. Triglyceride
kristallisieren in lamellaren Strukturen aus, was an den treppenartigen Strukturen
deutlich zu erkennen ist [47]. Es kann kein Unterschied in den Systemen mit variie-
rendem Lecithingehalt beobachtet werden.
Friedrich und Müller-Goymann beobachteten Bereiche mit 10 - 20 nm großen, kugel-
förmigen Aggregaten, die sie als feste invers mizellare Lösung interpretieren [6]. In
den vorliegenden Systemen konnten sie nicht beobachtet werden.
Da Lecithin ebenfalls lamellare Strukturen ähnlicher Größenordnung aufweist, kann
mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden, ob Triglycerid und Lecithin getrennt
kristallisieren oder ob es sich um Mischkristalle handelt.
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Abb. 3.3: TEM-Aufnahme einer Lipidmatrix mit 50% P90G (Balken: 200 nm).
Abb. 3.4: TEM-Aufnahmen von Lipidnanopartikelformulierungen mit 5% Lipidmatrix (links: 10%
P90G rechts: 50% P90G, Balken: 200 nm).
Feste Lipidnanopartikel
Abbildung 3.4 zeigt TEM-Aufnahmen von Lipidnanopartikeln. Die Partikel haben
eine plättchenartige Struktur, die ebenfalls auf ein lamellares Kristallgitter der Tri-
glyceride schließen lässt. Die Dicke der Plättchen liegt bei ca. 20 nm. Analog den
Partikelgrößenbestimmungen ist zu erkennen, dass die Größe der Partikel mit zu-
nehmendem Gehalt an P90G kleiner wird.
Sollten sich um die Partikel Lamellen aus Lecithin gebildet haben, sind diese mit
dieser Methode nicht nachweisbar, da es sich auch um lamellare Strukturen ähnlicher
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Abb. 3.5: verschmierte SAXD-Messungen der Lipidmatrices mit unterschiedlichem Gehalt an
Lecithin 28 Tage nach dem Aufschmelzen (schwarz: 0%, rot 10%, grün 30%, blau 50% P90G)
Größenordnung handelt. Nachweisbar hingegen sind eventuell vorliegende liposomale
Strukturen in der wässrigen Phase, die als kugelförmige, lamellare Aggregate vorlie-
gen. Liposomale oder mischmizellare Strukturen konnten nicht beobachtet werden.
3.3.3 SAXD
Mit Hilfe der Röntgenkleinwinkelbeugung können Fernordnungen in Kristallen und
Flüssigkristallen nachgewiesen werden. Die unterschiedlichen polymorphen Formen
des Hartfetts weisen eine solche Fernordnung auf (s. 3.3.2). Durch den unterschied-
lichen Aufbau ist der Netzebenenabstand der α-Modiﬁkation größer als der der β-
und β′-Form. Während in der α-Modiﬁkation die Moleküle senkrecht zueinander
stehen, stehen sie in der β- und β′-Modiﬁkation schräg aufeinander, was in einem
kleineren Abstand resultiert [47].
Matrix
Abbildung 3.5 zeigt die Daten der Röntgenkleinwinkelbeugung 28 Tage nach dem
Aufschmelzen und Wiedererstarren. Eine Fernordnung in Form von Bragg-Reﬂexen
ist deutlich zu erkennen. Deutlich zu sehen ist das erste und dritte Signal der la-
mellaren Triglycerid-Struktur. Das Signal zweiter Ordnung kann nicht bzw. teilweise
schwach nachgewiesen werden. Des Weiteren wird ein breites Signal bei ca. 4,1 nm−1
detektiert, das nicht zur Probe gehört, sondern durch die für die Messung verwendete
Kaptonfolie hervorgerufen wird.
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Tab. 3.4: Netzebenenabstände [nm] der Lipidmatrix (LM) und der Lipidnanopartikel (SLN) nach
1 und 28 Tagen Lagerung.
Zeit Gehalt P90G [%]
[d] 0 10 20 30 40 50
LM 1 4,8 4,2 4,3 4,3 4,3 4,3
LM 28 4,8 4,3 4,3 4,4 4,3 4,3
SLN 1  4,2 4,3 4,3 4,3 4,3
SLN 28  4,2 4,3 4,2 4,3 4,4
Tabelle 3.4 zeigt die Netzebenenabstände, die sich aus den Beugungskurven nach
der Entschmierung ergeben. Man kann deutlich erkennen, dass ein Zusatz von Le-
cithin eine Verringerung des Netzebenenabstands von 4,8 nm auf ca. 4,3 nm be-
wirkt. Dies weist darauf hin, dass Lecithin eine Kristallisation in der β- oder β′-
Modiﬁkation bewirkt, während bei Abwesenheit von Lecithin eine Kristallisation
in der α-Modiﬁkation erfolgt. Der Netzebenenabstand des unbehandelten Softisans
entspricht mit 4,3 nm dem der β- oder β′-Modiﬁkation. Dies bestätigt vorherige
Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe, wobei nachgewiesen wurde, dass unbehandeltes
S154 in der β′- und nach dem Aufschmelzen in der α-Modiﬁkation vorliegt. Die α-
Modiﬁkation blieb dabei über die Lagerung stabil. Im Gegensatz dazu kommt es
bei der Rekristallisation des Hartfetts in Gegenwart von min. 10% Lecithin in der
Matrix zu einer Umlagerung der α−in die β′- und β-Modiﬁkation [10, 67].
Die Flächen unter den Reﬂexen können eine Aussage über den kristallinen Anteil
des Hartfetts machen. Im Fall des für die Messung der Lipidmatrices verwendeten
Probenhalters ist jedoch nicht immer die gleiche Substanzmenge im Strahl, so dass
die Intensitäten nicht miteinander verglichen werden können.
Feste Lipidnanopartikel
Die Netzebenenabstände, die sich für die Kristallstruktur des Hartfetts in den Nano-
partikeln ergeben haben, sind in Tabelle 3.4 dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen,
dass S154 in der β- oder β′-Modiﬁkation auskristallisiert. Auch dies entspricht frü-
heren Ergebnissen [10, 67].
Hier konnte die Formulierung in einer Kapillare vermessen werden, so dass in die-
sem Fall ein Vergleich der Flächen miteinander eine Aussage über die Kristallinität
zulässt. Schubert et al. beschreiben, dass mit zunehmenden Gehalt an Lecithin in
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Abb. 3.6: SAXD-Daten der Lipidnanopartikel mit unterschiedlichem Gehalt an Lecithin, 28 Tage
nach der Herstellung (rot: 10%, grün 30%, blau 50% P90G).
Tab. 3.5: Netzebenenabstände der Lipidnanopartikel (SLN) [nm] nach 1 und 28 Tagen Lagerung.
Zeit Gehalt SOL [%]
[d] 1,00 1,67 2,50
SLN 1 4,3 4,3 4,4
SLN 28 4,2 4,3 4,3
der Matrix, der Kristallinitätsgrad abnimmt [10], was mit Hilfe der Beugungsdaten,
wie sie in Abbildung 3.6 dargestellt sind, bestätigt werden kann.
Variation des Solutolgehalts
Wird in der Lipidnanopartikelformulierung der Gehalt an Solutol erhöht (1,0%,
1,67% und 2,5% SOL in der Wasserphase), bleibt der Netzebenenabstand des Hart-
fetts unverändert (Tabelle 3.5). Ein analoges Verhalten wurde in vorangegangenen
Arbeiten mit Hilfe von Weitwinkelbeugungsuntersuchungen beobachtet [10].
3.3.4 SAXS
Die wässrige Phase der nanopartikulären Formulierungen wurde mittels Röntgen-
kleinwinkelstreuung (SAXS) untersucht. Mit dieser Methode können mizellare und
liposomale Aggregate nachgewiesen werden.
Da die festen Lipidnanopartikel, wie bereits in Abschnitt 3.3.3 gezeigt, einen la-
mellaren Aufbau aufweisen, wurden sie vor der Untersuchung durch Zentrifugation
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Abb. 3.7: Charakterisierung der SAXS-Referenzsysteme - Partikelgrößen bestimmt mit PCS (zAv
(gefüllte Quadrate) und PI (oﬀene Quadrate); SOL=1,0%; n=3)
entfernt. Dabei muss die Formulierung einen Filter passieren, der die Partikel zu-
rückhält. Das Filtrat wurde im Anschluss auf das Vorliegen kolloidaler Aggregate
untersucht.
SAXS-Referenzsysteme
Entsprechend der Zusammensetzung der Formulierung kann die wässrige Phase So-
lutol und Lecithin  das aus der Lipidmatrix in die wässrige Phase diﬀundiert 
enthalten, wodurch mischmizellare oder liposomale Strukturen gebildet werden kön-
nen. Während Solutol in Wasser Mizellen bildet [65], bevorzugt Lecithin die Bildung
von Liposomen. Um festzustellen, welchen Aufbau die möglicherweise gebildeten
Assoziate aus Mischungen von SOL und P90G aufweisen, wurden Referenzsysteme
hergestellt. Da die Konzentration an Lecithin in der wässrigen Phase unbekannt ist,
wurde diese variiert, bis zum maximal möglichen Anteil von 2,5%. Dies entspricht
der Menge an Lecithin im Gesamtsystem bei 5% Lipidmatrix mit 50% P90G. Da
Solutol ein sehr hydrophiler Emulgator ist, wurde davon ausgegangen, dass er sich
quantitativ in der wässrigen Phase beﬁndet. Dementsprechend wurde die Konzen-
tration mit 1,0% konstant gehalten. Zur Strukturuntersuchung der Referenzsysteme
wurde PCS zur Partikelgrößenanalyse und SAXS zur Untersuchung des Aufbaus der
entstandenen Kolloide herangezogen. Eine Übersicht über die Ergebnisse ist in Ab-
bildung 3.7 und Tabelle 3.6 dargestellt.
Die PCS-Daten (Abbildung 3.7) zeigen, dass ein Zusatz von Lecithin zu den Solutol-
Assoziaten eine Vergrößerung der Partikel von 17 nm auf 72 nm bewirkt. Dabei
kommt es zwischen 0,1% und 0,5% P90G zu einem Sprung im Partikelwachstum.
Dieses Verhalten ist mit einer Änderung des Packungsparameters zu begründen.
Der Packungsparameter beschreibt das Verhältnis des lipophilen zum hydrophilen
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Tab. 3.6: Charakterisierung der SAXS-Referenzsysteme - Ergebnisse der Strukturuntersuchung
mittels SAXS (Konzentration von Solutol = 1,0%)
P90G [%] Aufbau Größe [nm] Dicke Hülle [nm]
0,0 Mizellar 12, 3 −
0,1 Mizellar 13, 3 −
0,5 Liposomal − 7, 9
1,0 Liposomal − 6, 9
2,5 Liposomal − 4, 4
Volumen eines Emulgators [68, 69, 70]. Lecithin weist einen Packungsparameter nahe
1 auf und bevorzugt damit planare Systeme wie z.B. in Liposomen. Im Gegensatz
dazu hat SolutolHS15  aufgrund des großen hydrophilen Restes im Vergleich zum
lipophilen Teil  einen verhältnismäßig kleinen Packungsparameter und bevorzugt
die Bildung kugelförmiger Mizellen. Der Zusatz geringer Mengen Lecithin führt zu
dessen Solubilisation in den Solutol-Mizellen. Größere Mengen an Lecithin führen
zur Bildung von Liposomen, in welche Solutol eingebaut ist. Je größer der Anteil
an Lecithin, desto weniger kann der begrenzende Bilayer gekrümmt werden - die
Liposomen werden größer. Analog verhält es sich mit der Größe der SOL-Mizellen
bei der Solubilisation von P90G.
Die PCS-Ergebnisse werden durch die Ergebnisse der Röntgenkleinwinkelstreuung
(Tabelle 3.6) bestätigt. Mit Hilfe dieser Methode kann zusätzlich die Form der Ag-
gregate ermittelt werden. Die gemessenen Streukurven wurden einer inversen Fou-
riertransformation unterworfen. Das Ergebnis ist eine Elektronenabstandsfunktion
(PDDF), die die Wahrscheinlichkeit (p(r)) angibt, zwei Elektronen im Abstand r
voneinander zu ﬁnden. Abbildung 3.8 zeigt beispielhaft die PDDF der reinen Solutol-
Mizellen. Man kann eine Oszillation hohe - niedrige - hohe Wahrscheinlichkeit er-
kennen. Dies deutet auf das Vorliegen inhomogener Mizellen hin, wobei der dritte
Nulldurchgang der Größe der Mizelle entspricht. Der nahezu symmetrische Verlauf
der Kurve spricht für einen kugelförmigen Aufbau der Mizellen.
Die PDDF bei liposomalen Strukturen sieht anders aus. Hier ist der Partikel als
Ganzes zu groß, um noch von der Kamera erfasst zu werden. Man erhält also im
Wesentlichen Informationen über den Aufbau des begrenzenden Bilayers. Die PDDF
nach Auswertung nach der Kugelsymmetrie - also über alle drei Raumrichtungen -
zeigt zu Beginn eine Oszillation positiv - negativ (Abbildung 3.9). Dies ist typisch für
liposomale Strukturen, da die Hülle einen inhomogenen Aufbau besitzt [19]. Unter
der Annahme eines unendlich großen Plättchens kann man die PDDF senkrecht
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Abb. 3.8: Elektronenabstandsfunktion von wässrigen Solutol-Mizellen (1,0%) ohne Lecithin.
Abb. 3.9: PDDF der liposomalen Formulierung 1,0% Solutol und 0,5% P90G. Auswertung nach
der Kugel- (links) und der Blättchensymmetrie (rechts).
durch die liposomale Hülle berechnen (Auswertung nach der Blättchensymmetrie).
Hier ergibt der dritte Nulldurchgang die Dicke des Bilayers, also der Hülle (7,9 nm;
Abbildung 3.9).
Anhand dieser Daten konnten die Systeme entsprechend der Tabelle 3.6 einem mi-
zellaren oder liposomalen Aufbau zugeordnet werden. Die mittels PCS beobachtete
sprunghafte Vergrößerung der Partikel bei einem Lecithingehalt von 0,5% lässt sich
also durch einen Wechsel vom mizellaren in ein liposomales System erklären.
Die mit Hilfe von SAXS bestimmte Größe der Mizellen ist in jedem Fall kleiner
als bei der PCS, wobei auch hier die Solubilisation von Lecithin eine Vergrößerung
der Mizellen bewirkt. Der Größenunterschied liegt in den Messmethoden begründet.
Während bei SAXS-Messungen die Größe der reinen Mizelle ermittelt wird, ist das
Ergebnis der PCS-Messungen der hydrodynamische Radius. Der hydrodynamische
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Radius gibt die Größe des sich bewegenden Partikels an, enthält also zusätzlich die
anhaftende Wasserschicht, die sich mit der Mizelle bewegt.
Die Dicke der Hülle nimmt mit zunehmendem Gehalt an Lecithin von 7,9 nm zu
4,4 nm ab. Der Grund ist die kleinere molekulare Größe von Lecithin im Verhältnis
zu Solutol.
Die SAXS-Referenzsysteme wurden im Anschluss der gleichen Zentrifugation wie
die nanopartikulären Formulierungen unterworfen. Mit diesem Experiment soll un-
tersucht werden, ob die gebildeten Assoziate die Filter passieren und im Filtrat
nachgewiesen werden können. Die Streukurven der Filtrate entsprechen dabei de-
nen der Ausgangssysteme. Lediglich die Intensität der Streuung durch die Partikel
nimmt bis zu 10% ab. Dies liegt an einem Verstopfen des Filters und/oder Adsorp-
tion am Filtermaterial. Die Aggregate können also bei der Zentrifugation den Filter
nahezu quantitativ passieren, wobei der Aufbau unverändert bleibt.
Feste Lipidnanopartikel
Die Streukurven der Filtrate der Nanopartikelformulierungen entsprechen den Streu-
kurven von bidestilliertem Wasser mit 0,005% Thiomersal. Es liegen also keine 
zumindest nicht in nachweisbaren Konzentrationen  mizellaren oder liposomalen
Aggregate vor. Dies gilt sowohl für Systeme mit 5 als auch 15% Lipidmatrix.
Das Ergebnis ist überraschend, da es im Widerspruch zu anderen Arbeiten steht.
Siekmann und Westesen konnten mit Cryo-Mikroskopischen Aufnahmen von fes-
ten Lipidnanopartikeln, die mit einem Phospholipid-Gallensalz Gemisch stabilisiert
wurden, zeigen, dass in der wässrigen Phase Liposomen gebildet werden, wobei sie
auch beobachtet haben, dass in Suspensionen die Zahl der gebildeten Vesikel gerin-
ger war als in Emulsionen [54]. Westesen und Wehler konnten für parenterale, mit
Phospholipid stabilisierte Emulsionen, ebenfalls die Bildung liposomaler Strukturen
nachweisen [53].
Als Argument für die Abwesenheit kann angeführt werden, dass Schubert und Müller-
Goymann bei Zetapotentialmessungen keine Änderung des Zetapotentials mit einer
Änderung der Lecithinkonzentration beobachteten [8]. Daraus kann geschlossen wer-
den, dass die Einarbeitung von Lecithin nicht zu einer grundlegenden strukturellen
Änderung des Systems - wie z.B.: der Bildung von Vesikeln - führt.
Die Abwesenheit kolloidaler Aggregate deutet darauf hin, dass sich Lecithin und
Solutol entweder in der Matrix und/oder in Lamellen um die Matrix herum aufhal-
ten. Da SOL ein hydrophiler Emulgator ist, erscheint ein Einbau in die Lipidmatrix
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nicht wahrscheinlich. Wahrscheinlicher ist, dass Solutol sich in Lamellen um die Na-
nopartikel aufhält. Dafür spricht ebenfalls, dass die Beladungskapazität von SLN
insbesondere für hydrophile Bestandteile sehr gering ist [71, 5].
Variation des Solutolgehalts
Wird der Gehalt an Solutol verändert (1,0%, 1,67% und 2,5% SOL im Gesamtsys-
tem), können im Filtrat ebenfalls keine zusätzlichen kolloidalen Strukturen nachge-
wiesen werden. Da eine Erhöhung der Solutolkonzentration für eine weitere Parti-
kelgrößenverkleinerung sorgt (s. Abschnitt 3.3.1), wird es wahrscheinlich vollständig
für die Stabilisierung der Grenzﬂäche verbraucht. Somit ist es nicht verwunderlich,
dass eine Änderung des Solutolgehalts zu keiner Bildung zusätzlicher kolloidaler
Strukturen führt.
3.3.5 NMR
NMR-Messungen wurden eingesetzt, um Informationen über die chemische Umge-
bung und die Mobilität der Solutol- und Lecithin- Moleküle zu erhalten. Die zugrun-
de liegende Physik ist eine Anregung der Kerne (hier: 1H bzw. 31P) durch elektro-
magnetische Wellen. Jeder Kern hat eine bestimmte Resonanzfrequenz, bei der im
Spektrum ein Absorptionspeak zu erkennen ist. Die chemische Umgebung der Ker-
ne variiert je nach funktionellen Nachbargruppen und eingesetztem Lösungsmittel,
was eine Verschiebung der Resonanzfrequenz bewirkt. Jedes Molekül hat also ein
charakteristisches Absorptionsspektrum. Die Verschiebung im Vergleich zu einem
Standard (hier: D2O bzw. H3PO4) wird als chemische Verschiebung δ bezeichnet.
Ihre Größe resultiert aus [72]:
dem lokalen Beitrag aus der Elektronenkonﬁguration des Kerns.
dem molekularen Beitrag durch den Einﬂuss der benachbarten Atomgruppen
des Moleküls. Dieser kann z. B. auch bei einer Konformationsänderung des
Moleküls verändert werden.
dem Solvensbeitrag durch Wechselwirkung mit dem Lösungsmittel oder anderen
Molekülen in direkter Nachbarschaft zum Kern.
Werden einem Kern die abschirmenden Elektronen entzogen, spricht man von einer
Entschirmung, die eine chemische Verschiebung zu großen δ (Tieﬀeldverschiebung)
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Abb. 3.10: Schematische Darstellung der Bildung anisometrischer 31PNMR Signale beim Vor-
liegen anisometrischer Flüssigkristall-Strukturen in Lecithin. (a) invers hexagonal (b) lamellar [73]
bewirkt. Eine Abschirmung durch eine hohe Elektronendichte um den Kern führt
entsprechend zur Hochfeldverschiebung.
Informationen über die Mobilität eines Kerns können aus den erhaltenen Spektren
ebenfalls gewonnen werden. Zu diesem Zweck wird die Halbwertsbreite ν1/2 verwen-
det, die im reziprokem Zusammenhang mit der Relaxationszeit der Kerne steht.
Die Relaxationszeit ist die mittlere Zeit, die der Kern benötigt, um vom angereg-
ten Zustand durch spontane Quantenemission in den nicht-angeregten Zustand zu
wechseln. Kurze Relaxationszeiten bedeuten, dass der Kern die Energie leicht an die
Umgebung abgeben kann. Dies ist der Fall, wenn er stark immobilisiert (z. B. im
Kristallgitter) vorliegt. Eine große Halbwertsbreite bedeutet also eine geringe Mobi-
lität des Kerns. Sehr stark immobilisierte Kerne können nur mittels FeststoﬀNMR
nachgewiesen werden.
Zusätzlich können Informationen über die Art der Struktur, in die das Molekül ein-
gebaut ist, erhalten werden. Bei isotropen Strukturen (z.B. Mizellen, inverse Mizel-
len, unilamellare Liposomen und kubische Flüssigkristalle) erhält man ein einfaches
Signal. Liegen jedoch anisotrope Strukturen (lamellare und hexagonale Flüssigkris-
talle) vor, ist die chemische Verschiebung des Kerns zusätzlich abhängig von der
Richtung, aus der das magnetische Feld einwirkt. Es kommt zur Ausbildung einer
anisotropen chemischen Verschiebung, wie sie in Abbildung 3.10 dargestellt ist [73].
Das NMR-Spektrum multilamellarer Liposomen entspricht aufgrund des lamellaren
Aufbaus der Hülle dem eines lamellaren Flüssigkristalls [74]. Diese Art der Unter-
suchung wird meistens mit 2H oder 31PNMR durchgeführt, da bei 1HNMR auch
ohne Anisotropie bereits viele Signale vorliegen. Liu et al. zeigen allerdings, dass
diese Untersuchung auch an 1HNMR-Spektren möglich ist [73].
1HNMR
Zunächst wurden Referenzsysteme mit bekannten kolloidalen Strukturen untersucht.
Für die Herstellung wurden die gleichen Konzentrationen eingesetzt, wie sie in einer
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Abb. 3.11:
1HNMR von Referenzsystemen. Die Bezeichnung der Signale entspricht der Bezeich-
nung der H-Atome in den Strukturformeln (SOL: x = y ≈ 15). (schwarz: 4,5% P90G, rot: 3,0%
SOL, grün: 4,5% P90G und 3,0% SOL, blau: Lipidnanopartikel mit 30% P90G in der Matrix)
Lipidnanopartikelformulierung mit 15% Lipidmatrix und 30% Lecithin in der Ma-
trix vorliegen. Anhand von Literaturdaten können die Peaks den jeweiligen funktio-
nellen Gruppen von SOL und P90G zugeordnet werden (Abbildung 3.11) [43, 57, 75].
Methyl- (CH3) und Methylengruppen (CH2) weisen bei Fettsäuren typischerwei-
se ein δ von 0,9 bzw. 1,3 ppm auf (P90G: a und b; Solutol: α, β). Durch die elek-
tronenziehenden benachbarten funktionellen Gruppen werden z. B. die Methylgrup-
pen des Ammoniums im Lecithin (e, 3,2 ppm) stark entschirmt. Ebenso durch den
Elektronenzug der Sauerstoﬀatome erklärt sich die Position der Methylengruppen
in den Ethoxygruppen von Solutol (γ, 3,7 ppm). Die Signale können den lipophi-
len bzw. hydrophilen Bereichen der amphiphilen Moleküle zugeordnet werden. Die
Hauptsignale der lipophilen Bereiche sind: a, b für P90G und α, β für Solutol und
der hydrophilen Bereiche: e für P90G und γ für Solutol. Da die Systeme nicht in
Deuteriumoxid, sondern Wasser hergestellt wurden, beﬁndet sich bei 4,7 ppm der
Lösungsmittelpeak.
Lecithin bildet in Wasser vorzugsweise Liposomen. Dabei sollte es sich durch die Be-
schallung um kleine unilamellare Vesikel handeln. Die 1HNMR-Spektren bestätigen
dies. Sämtliche Signale sind verhältnismäßig breit. P90G liegt also in Aggregaten
und nicht gelöst vor. In Übereinstimmung mit den SAXS-Untersuchungen konnte
bei keinem der Signale eine anisotrope chemische Verschiebung beobachtet werden,
was für isotrope, unilamellare Vesikel spricht.
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Solutol liegt in Wasser mizellar vor (s. 3.3.4). Die großen hydrophilen Reste rei-
chen weit in die wässrige Phase und erreichen dadurch eine große Mobilität. Dies
erklärt das scharf ausgeprägte Signal γ. Die anderen Signale weisen eine größere
Halbwertsbreite auf. Solutol bildet also Aggregate. Diese sind isotrop, da auch hier
keine anisometrischen Signale beobachtet werden können.
Das Spektrum des Systems mit P90G und SOL, das ebenfalls eine liposomale Struk-
tur aufweist (s. 3.3.4), ergibt sich aus der Summe der Einzelspektren. Die Mobilität
ist also unverändert im Vergleich zu den reinen wässrigen Formulierungen. Auch hier
kann ein Vorliegen anisotroper Strukturen nicht beobachtet werden.
In der Lipidnanopartikel-Formulierung mit 15% Lipid und 30% Lecithin in der Ma-
trix können keine zusätzlichen Signale durch die ebenfalls enthaltenen Triglyceride
nachgewiesen werden, was auf eine vollständige Kristallisation des S154 schließen
lässt. Im Vergleich zur Dispersion mit SOL und P90G ist die Intensität der Signale
der lipophilen Gruppen deutlich vermindert. Gründe für die verringerte Mobilität
der lipophilen Bereiche können sein:
• Einbau in die Kristallstruktur der Triglyceride
• Anlagerung an die lipophile Grenzﬂäche der Lipidnanopartikel
Die Signale der hydrophilen Gruppen verhalten sich für Solutol und P90G unter-
schiedlich. Während das Signal γ (Solutol) unverändert bleibt, ist das Signal e
(P90G) stark reduziert. Die Mobilität des hydrophilen Teils von Solutol ist also
unverändert, es ragt in das wässrige Dispersionsmittel hinein. Da die Intensität der
Signale der lipophilen Gruppen bei den Lipidnanopartikeln sogar geringer ist als im
reinen Solutol-Referenzsystem, ist es wahrscheinlich mit dem lipophilen Teil an die
Grenzﬂäche der Partikel gebunden. Im Unterschied dazu ist die Mobilität des hydro-
philen Teils von Lecithin stark eingeschränkt. Dies deutet daraufhin, dass entweder
ein Teil des Lecithins in die Kristallstruktur eingebaut ist und/oder eine Anlagerung
des Lecithins an die Oberﬂäche erfolgt ist. Im Fall der Anlagerung an die Oberﬂäche
müsste das Lecithin sehr fest angelagert sein, so dass eine geringere Beweglichkeit
des hydrophilen Teils resultiert.
Zur Beurteilung des Einﬂusses der Lecithinkonzentration wurden an den Systemen
mit einem Lecithinanteil von 20-50% NMR-Messungen durchgeführt. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 3.12 dargestellt.
Das Signal der hydrophilen Gruppe des Solutol (γ) ist unabhängig von der Kon-
zentration des Lecithins in der Matrix. SOL bildet also wahrscheinlich immer die
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Abb. 3.12:
1HNMR von Lipidnanopartikel-Formulierungen mit unterschiedlichem Gehalt an
P90G (schwarz: 20%, rot: 30% grün: 40%, blau: 50% P90G in der Matrix)
äußerste Hülle der Partikel. Die Signale der lipophilen Gruppen  ebenso wie das
Signal der hydrophilen Gruppe e des Lecithins  sind bei Konzentrationen bis 30%
sehr klein, was für eine geringe Mobilität und entsprechend feste Bindung spricht.
Bei Konzentrationen über 30% ist ein überproportionaler Anstieg der Peakinten-
sität dieser Signale zu beobachten. Das spricht dafür, dass überschüssiges Lecithin
nicht mehr so fest in die Grenzﬂäche eingebaut wird. Für den Aufenthaltsort des
überschüssigen Lecithins gibt es zwei Möglichkeiten:
• in der wässrigen Phase: dort bildet es liposomale oder mischmizellare Struk-
turen
• an der Grenzﬂäche: dort bildet es zusätzliche Lamellen um die Nanopartikel.
Zwar führt auch eine Erhöhung des Lecithinanteils zu einem Anstieg der Signalin-
tensitäten. Dieser Eﬀekt kann hier jedoch als alleinige Ursache für den Intensitäts-
anstieg ausgeschlossen werden, da sich in diesem Fall die Intensitäten proportional
zur Konzentration verhalten müssten.
Wie bereits oben erwähnt, bildet Solutol wahrscheinlich immer die äußerste Hülle der
Partikel. Hierbei kann jedoch nicht unterschieden werden, ob es sich in Liposomen
oder im äußersten Layer, der die Nanopartikel umgibt, aufhält.
31PNMR
Zusätzliche Informationen über die Mobilität des Phosphors in der hydrophilen
Gruppe des Lecithins können aus 31PNMR-Messungen gewonnen werden.
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Abb. 3.13:
31PNMR-Spektren der Referenzsysteme (schwarz: SLN mit 30% P90G, rot: 4,5%
P90G und 3,0% SOL, grün: 4,5% P90G, blau: 4,5%P90G in Ethanol).
Für diese Untersuchungen wurden ebenfalls Referenzsysteme mit bekannten Struk-
turen hergestellt und vermessen (Abbildung 3.13). Die Mobilität der hydrophilen
Phosphatgruppe des Lecithins ist in den kolloidalen Referenzsystemen deutlich ver-
mindert im Vergleich zur ethanolischen Lösung. Zusätzlich verschiebt sich die Posi-
tion des Peaks von 0,1 ppm (in Ethanol) zu 0,3 ppm. Diese Hochfeldverschiebung
wird durch die unterschiedlichen Lösungsmittel hervorgerufen.
Analog zu den 1HNMR Untersuchungen ist das Signal im nanopartikulären Refe-
renzsystem kaum nachweisbar. Dies weist auf eine verstärkte Immobilität und damit
entweder einen Einbau in die Kristallstruktur der Matrix oder die Bildung eines sehr
fest an die Oberﬂäche der Partikel gebundenen Lecithinlayers hin.
Um die Abhängigkeit von der Lecithinkonzentration in der Matrix zu untersuchen,
wurden die entsprechenden Formulierungen vermessen (Abbildung 3.14). Liegt die
Konzentration bei 20%, ist ein Signal sehr niedriger Intensität und einer großen
Halbwertsbreite (etwa 0 bis 15 ppm) zu erkennen. Wird die Konzentration an Leci-
thin auf 30% erhöht, bildet sich zusätzlich ein Signal bei 0,3 ppm aus. Wie bereits
im Vorfeld beschrieben, deutet ein Signal mit großer Halbwertsbreite auf eine feste
Bindung des Lecithins an die Oberﬂäche hin. Zusätzlich kann eine Verringerung der
Signalintensität durch Immobilisation des Lecithins in der Matrix nicht ausgeschlos-
sen werden.
Bei Konzentrationen über 30% Lecithin kommt es zum überproportionalen Anstieg
des Signals bei 0,3 ppm. Ein mögliche Ursache ist, dass  ab einer kritischen Kon-
zentration von ca. 30%  Lecithin nicht mehr zur Stabilisierung der Grenzﬂäche
der Emulsionströpfchen beitragen kann. Als Folge kann es für die Bildung zusätz-
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Abb. 3.14:
31PNMR-Spektren der Lipidnanopartikel-Formulierungen mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen an Lecithin (schwarz: 20%, rot: 30%, grün: 40%, blau: 50% P90G in der Matrix).
licher Lamellen um die Partikel bzw. mischmizellarer oder liposomaler Strukturen
außerhalb der Partikel verwendet werden.
3.3.6 IR
Mit Hilfe der Infrarot-Strahlung können Moleküle zum Schwingen angeregt werden.
Je nach Aufbau des Moleküls ergibt sich ein charakteristisches Absorptionsspek-
trum. Dieses kann z.B. zur Strukturaufklärung von Molekülen verwendet werden.
Im vorliegenden Fall soll ausgenutzt werden, dass sich die Position der Absorpti-
onspeaks verschiebt, wenn sich die lokale Umgebung der funktionellen Gruppen, die
eine Schwingung hervorrufen, ändert. Derartige Änderungen können über Wasser-
stoﬀbrückenbindungen, eine Änderung der Konformation eines Moleküls sowie eine
Änderung des Kristallgitters hervorgerufen werden.
Um Aussagen über Lecithin und Hartfett machen zu können, wurden IR-Spektren
der Lipidmatrices (20-50% P90G), der korrespondierenden Lipidnanopartikel nach
Gefriertrocknung (beide: 1 Monat nach Herstellung) sowie der Einzelsubstanzen auf-
genommen. Die Gefriertrocknung musste aufgrund der Störung der IR-Messungen
durch Wasser erfolgen. Sie birgt jedoch die Gefahr, dass die nanopartikulären Syste-
me aufgrund der Einfrier- und Auftauprozesse, sowie durch Wasserentzug verändert
werden.
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Tab. 3.7: Wellenzahlen der asymmetrischen O=PO−-Streckung des Phosphorsäureesters bei
1245 cm−1 und der symmetrischen N-CH3-Streckung des Cholin-Restes mit Gauche (876 cm−1)
und Trans-Schwingung (920 cm−1).
Wellenzahl [cm−1]
Formulierung 1245 cm−1 876 cm−1 920 cm−1
Liposomen 1246 875 919
Matrix (20-50% P90G) 1243 875,5 919
Nanopartikel (20-50% P90G) 1246 875,5 919
Lecithin
Für funktionelle Gruppen in Membranen haben Fringeli und Günthard die mög-
lichen Signale im IR-Spektrum aufgelistet [76]. Eine Zuordnung der Signale zum
verwendeten Lecithin ist von Mackeben durchgeführt worden [77].
Die meisten Signale, die eine Aussage über die Konformation des Lecithins erlauben,
werden von Signalen von SOL und S154 überlagert, so dass eine Aussage nicht
möglich ist. Dies betriﬀt u.a. die Signale der Esterfunktion.
Bei 1245 cm−1 ﬁndet sich die asymmetrische O=PO−-Streckung des Phosphor-
säureesters. Die Position dieses Signals ist unabhängig von der Konzentration des
eingesetzten Lecithins (Tabelle 3.7). Aber es zeigte sich eine schwache Abhängigkeit
von der Art der Zubereitung. Dieses Signal wird im Wesentlichen durch zwei Eﬀekte
beeinﬂusst [78]:
• durch Hydratisierung kommt es zur Ausbildung einer Wasserstoﬀbrücke, die
zu einer bathochromen Verschiebung (größere Wellenzahlen) führt
• durch das Kristallisationsmedium
Da das Wasser aus den Formulierungen entfernt wurde, kann es die Verschiebung
nicht direkt erklären. Aufgrund der hygroskopischen Eigenschaften des P90G könnte
es jedoch zu einer schwachen Adsorption von Luftfeuchtigkeit während der Proben-
präparation kommen, die die leichte bathochrome Verschiebung bewirkt. In der Ma-
trix ist P90G in S154 inkorporiert und damit besser vor Luftfeuchtigkeit geschützt
als in den Liposomen. Die Verschiebung könnte also ein Indiz für die Bildung von
Liposomen oder die Bildung von Lamellen um den Hartfettkern sein. Unabhängig
von der Lokalisation des Lecithin bietet aber auch die kleinere Partikelgröße der
Nanopartikel und der Liposomen im Vergleich zur reinen Matrix eine bessere An-
griﬀsﬂäche für Luftfeuchtigkeit.
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Ein anderer Grund für die Verschiebung kann das Kristallisationsmedium beim Ge-
friertrocknungsprozess der Nanosuspension und der Liposomenformulierung sein.
Das ist im Fall der Liposomen Wasser und im Fall der Matrix S154. Dies könnte für
Wasser als Kristallisationsmedium bei den SLN sprechen.
Die symmetrische NCH3-Streckung des Cholin-Rests kann bei zwei unterschiedli-
chen Wellenzahlen (920 cm−1 (Trans) und 876 cm−1 (Gauche)) erfolgen, die Positi-
on ist abhängig davon, ob die OCCN-Achse des Cholinrestes sich in Trans oder
Gauche-Konformation beﬁndet. Im kristallinen Zustand liegt Lecithin bevorzugt in
der Gauche-Form vor [76]. Eine Änderung der Signale in Bezug auf die Konzentra-
tion bzw. die Formulierungsart ist nicht festzustellen (s. Tabelle 3.7). Auch dies ist
wahrscheinlich auf das fehlende Wasser zurückzuführen, da insbesondere eine Hy-
dratisierung des Lecithins eine verstärkte Umlagerung in die Trans-Form bewirkt
[76].
Hartfett
Die IR-Spektren können des Weiteren verwendet werden, um Aussagen über die
polymorphe Struktur des Hartfetts zu machen. Zu diesem Zweck kann das Si-
gnal bei ca. 720 cm−1 herangezogen werden. Diese Bande wird durch eine CH2-
Deformationsschwingung (rocking) hervorgerufen. Sie ist charakteristisch für lange,
kristalline Fettsäurereste, bei denen die Ketten in all-trans Konﬁguration vorliegen
[76]. Für die drei unterschiedlichen polymorphen Formen des Hartfetts sieht das
Signal wie folgt aus [47]:
α-Modiﬁkation Singulett bei 720 cm−1
β′-Modiﬁkation hier gibt es Unterformen: Singulett bei 719 cm−1 (β′1) oder ein
Duplett bei 719 cm−1 und 726 cm−1 (β′2)
β-Modiﬁkation Singulett bei 717 cm−1
Unbehandeltes S154 weist eine Bande bei 719,2 und 727,2 cm−1 auf. Dies entspricht
der β′2-Modiﬁkation. Wird es aufgeschmolzen, ändert sich die Position nach dem
Erstarren auf 721,4 cm−1. Es liegt also in der α-Modiﬁkation vor.
Abbildung 3.15 zeigt die entsprechende Bande der Lipidmatrices. Dabei ist deut-
lich zu erkennen, dass der Zusatz von Lecithin die Bildung eines Dupletts also der
β′2-Modiﬁkation bewirkt. Mit steigendem Lecithingehalt wird die Schulter bei ca.
726 cm−1 ausgeprägter, was für einen steigenden Anteil der β′2-Modiﬁkation spricht.
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Abb. 3.15: IR-Bande der CH2-Deformationsschwingung bei 720 cm−1, in Lipidmatrices mit un-
terschiedlichem Gehalt an P90G nach 1 Monat Lagerung (schwarz: 0%, rot: 20%, grün: 30%, blau:
40%, hellblau: 50% P90G) und gefriergetrockneten Liposomen (rosa).
Schubert et al. beschreiben, dass der Zusatz von P90G zu Hartfett eine beschleu-
nigte Transformation von der α- in die β-Form bewirkt [10]. Da das Signal der
α-Form sehr dicht bei dem Signal der β′-Form liegt, kann es hier nicht nachgewiesen
werden. Die Bildung der β′2-Form, als nächststabilere Form, aus der α-Modiﬁkation
ist jedoch wahrscheinlich. Eine Schulter bei 717 cm−1, die für das Vorliegen der
stabilen β-Modiﬁkation sprechen würde, kann nicht nachgewiesen werden. Es kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass ein Anteil in der β-Modiﬁkation vorliegt,
der jedoch unter der Nachweisgrenze ist. Ob die etwas stabilere β′1-Form neben der
β′2-Form vorliegt, kann aufgrund der gleichen Position der Signale nicht nachgewie-
sen werden.
Unabhängig vom Lecithingehalt weisen sämtliche Nanopartikelformulierungen eine
Bande bei 717,5 cm−1 auf. Sie liegen also, wie bereits über Röntgen- und DSC-Daten
in früheren Arbeiten beschrieben [10], in der stabilen β-Modiﬁkation vor.
Auch Lecithin enthält lange Fettsäurereste, die kristallin vorliegen können. Das re-
sultierende Signal ist jedoch verglichen mit dem Signal der Matrices sehr gering
und liegt bei 721 cm−1(Abb.: 3.15). Die geringe Signalintensität kann durch eine
geringere Kristallinität des Lecithins im Vergleich zum Hartfett begründet werden.
Aufgrund der geringen Kristallinität des Lecithins wird davon ausgegangen, dass es
die Bestimmung der polymorphen Form des Hartfetts nicht beeinträchtigt.
Solutol
Die Solutol-Signale sind zu schwach, um neben den beiden anderen Substanzen
ausgewertet werden zu können.
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3.4 Abschlussdiskussion
3.4.1 Kristallstruktur des Hartfetts
Hartfett kristallisiert in einer lamellaren Struktur aus. Dies konnte mit Hilfe von
TEM und Röntgenkleinwinkelbeugung nachgewiesen werden. Die Bildung des lamel-
laren Aufbaus ist unabhängig davon, ob es nanopartikulär oder als Matrix vorliegt.
In welcher polymorphen Form es nach einem Monat Lagerung vorliegt, ist abhängig
von der Art der Formulierung und dem Gehalt an P90G. So haben IR-Messungen
gezeigt, dass ein Zusatz von Lecithin zur Lipidmatrix die Bildung eines größeren
Anteils der β′2-Form bewirkt. Diese Beobachtung ist im Einklang mit der von Schu-
bert et al. beschriebenen beschleunigten Umlagerung der α- in die β′-Modiﬁkation
[10]. Des Weiteren konnten die IR-Messungen das Vorliegen der Nanopartikel in
der stabilen β-Form unabhängig vom Lecithingehalt, wie es zuvor von Schubert et
al. beobachtet wurde, bestätigen [10]. Diese Ergebnisse werden zusätzlich durch die
SAXD-Untersuchungen unterstützt. Diese zeigen, dass Hartfett in der LM und den
SLN in der β oder β′-Modiﬁkation vorliegt.
3.4.2 Lokalisation von Lecithin
Matrix
Da sowohl Hartfett als auch Lecithin in Lamellen auskristallisieren, die einen ähn-
lichen Netzebenenabstand aufweisen, kann mit Hilfe der TEM-Aufnahmen keine
Aussage darüber getroﬀen werden, ob Lecithin als Mischkristall oder getrennt vom
Hartfett auskristallisiert. Bei Konzentrationen ab 30% Lecithin in der Matrix konn-
te von Schubert et al. mit Hilfe der Röntgenweitwinkelbeugung beobachtet werden,
dass Lecithin zum Teil getrennt von Hartfett kristallisiert [10].
Eine vorangegangene Arbeit mit einem niedriger schmelzenden Hartfett zeigte die
Bildung von sphärischen Aggregaten in der Matrix. Dies wurde der Bildung einer fes-
ten invers mizellaren Lösung zugeschrieben [6]. Derartige Aggregate konnten in den
vorliegenden Matrices nicht nachgewiesen werden. Eine mögliche Begründung kann
das Fehlen kurzer Fettsäureketten im höher schmelzenden Softisan 154 sein. Für die
Bildung inverser Mizellen ist eine Voraussetzung, dass das lipophile Lösungsmittel
an der Bildung der lipophilen Mizellhülle beteiligt ist. Ist ein großer Anteil nied-
rig schmelzender Hartfette vorhanden, können diese zusammen mit Lecithin invers
mizellare Bereiche in der Matrix bilden.
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Lipidnanopartikel
Die Konzentration von 30% Lecithin in der Matrix stellt unter vielen Gesichtspunk-
ten eine kritische Konzentration für die festen Lipidnanopartikel dar:
• bis 30% nimmt die Partikelgröße der Nanopartikel ab, eine weitere Erhöhung
der Konzentration führt zu keiner weiteren Verringerung
• 1HNMR zeigt bei Konzentrationen über 30% eine sprunghafte Zunahme der
Mobilität von Lecithin. Dies betriﬀt sowohl die hydrophilen als auch die lipo-
philen Bereiche. Bei geringeren Konzentrationen liegt es stark immobilisiert
vor.
• 31PNMR zeigt ebenfalls einen überproportionalen Anstieg des Signals bei
höheren Konzentrationen
Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass Lecithin für die Stabilisierung der Grenzﬂä-
che der Emulsionstropfen während der Herstellung benötigt wird. Es kommt zu einer
Verkleinerung der Partikelgröße, da zusätzliches Lecithin für eine zusätzliche Stabi-
lisierung der Grenzﬂäche sorgt. Dies ist jedoch nur bis zur kritischen Konzentration
von 30% Lecithin möglich. Eine weitere Konzentrationserhöhung führt nicht zu ei-
ner weiteren Partikelgrößenverkleinerung. Das überschüssige Lecithin wird nicht in
die Hartfettpartikel eingebaut, denn in diesem Fall könnte es mit Hilfe der NMR-
Messungen nicht nachgewiesen werden. Wahrscheinlicher ist die Bildung zusätzli-
cher Lamellen um die Hartfettpartikel, oder eine Diﬀusion in die wässrige Phase, wo
mischmizellare oder liposomale Strukturen gebildet werden können.
Verschiedene Methoden wurden herangezogen, um die eventuelle Existenz liposoma-
ler oder mizellarer Strukturen nachzuweisen:
• TEM Untersuchungen zeigten keine liposomalen Strukturen
• SAXS der Filtrate der SLN konnten keine Aggregate nachweisen
Mit beiden Methoden kann das Vorliegen derartiger Aggregate nicht mit Sicherheit
ausgeschlossen werden. Denn TEM Untersuchungen zeigen immer nur einen kleinen
Ausschnitt der Formulierung. Bei einem geringem Anteil an Liposomen können sie
sich also trotz gründlicher Suche dem Nachweis entziehen.
Die Nachweisgrenze für Mizellen und Liposomen ist bei der Röntgenkleinwinkel-
streuung sehr niedrig. Hier besteht die Unsicherheit jedoch im vorangegangenen Fil-
trationsschritt. Die Referenzsysteme konnten problemlos den Filter passieren und im
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Filtrat mit einem nur geringen Intensitätsverlust nachgewiesen werden. Dies bedeu-
tet jedoch nicht zwingend, dass dies für die nanopartikulären Systeme ebenfalls der
Fall ist. Hier können die Poren des Filters durch die Partikel verstopfen. Zusätzlich
kommt es beim Filtriervorgang zu einer verstärkten Annäherung der eventuell vor-
handenen Aggregate an die Partikel, da die Aggregate die sedimentierte Schicht der
Partikel passieren müssen. Dies kann zu einer verstärkten Adsorption an der Parti-
keloberﬂäche führen. Dementsprechend kann die Abwesenheit einer Streuung durch
Aggregate lediglich als Indiz für die Abwesenheit von Mischmizellen oder Liposomen
gewertet werden.
Der Beobachtung, dass keine Aggregate neben den Nanopartikeln nachgewiesen wer-
den konnten, stehen andere Arbeiten entgegen. So konnte in Emulsionsformulierun-
gen, die unter anderem mit Phospholipiden stabilisiert wurden, die Existenz von
zusätzlichen Liposomen nachgewiesen werden [53, 54]. Wobei ebenfalls beobachtet
wurde, dass in Suspensionen die Konzentration an Liposomen geringer war als in
Emulsionssystemen [54]. Im Gegensatz dazu zeigte sich aber auch, dass sich bei den
vorliegenden Systemen das Zetapotential der Nanopartikel nicht in Abhängigkeit von
der Lecithinkonzentration ändert [8]. Dies widerspricht einer grundlegenden struk-
turellen Änderung wie sie bei der Bildung von zusätzlichen kolloidalen Aggregaten
eintreten würde.
30% Lecithin (bezogen auf die Matrix) sorgen für die Stabilisierung der größtmögli-
chen Grenzﬂäche. Unter der Annahme, dass das überschüssige Lecithin zusätzliche
Lamellen um die Partikel bildet, stehen für diese lediglich bis zu 20% Lecithin (als
Diﬀerenz zu 50% Lecithin bezogen auf die Matrix) zur Verfügung. Es wird also
wahrscheinlich lediglich um einige Partikel ein zusätzlicher Phospholipid-Bilayer an-
gelagert.
Wie groß der Anteil an Lecithin im Inneren der Nanopartikel ist, kann nicht be-
stimmt werden. Es ist jedoch davon auszugehen, dass sich zumindest ein geringer
Teil des Lecithins auch in der Kristallstruktur des Hartfetts beﬁndet.
3.4.3 Lokalisation von Solutol
Die Bildung von Solutolaggregaten neben den Nanopartikeln ist unwahrscheinlich,
da eine Erhöhung der Solutolkonzentration eine weitere Verkleinerung der Partikel
bewirkt. Dies lässt sich leicht durch den größeren hydrophilen Rest des Solutols im
Vergleich zum Lecithin erklären. Solutol kann damit kleinere ölige Emulsionstropfen
stabilisieren. Des Weiteren konnten auch bei einer Erhöhung der Solutolkonzentra-
tion keine zusätzlichen kolloidalen Aggregate mittels SAXS nachgewiesen werden.
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Abb. 3.16: Modell der oberﬂächenmodiﬁzierten Lipidnanopartikel
Der Einbau von Solutol in die Hartfettpartikel kann aus den folgenden Gründen
ebenfalls ausgeschlossen werden:
• Solutol ist ein hydrophiler Emulgator. Die Beladungskapazität von Lipidnano-
partikeln insbesondere für hydrophile Stoﬀe ist gering [5, 71]
• Das 1HNMR Signal der hydrophilen Gruppe von Solutol ist in den nanopar-
tikulären Systemen unverändert im Vergleich zum mizellaren Referenzsystem.
Die Signale der lipophilen Gruppen im 1HNMR-Spektrum weisen bis zu einer Kon-
zentration von 30% Lecithin in der Matrix eine sehr niedrige Intensität auf. Dies
spricht nicht nur für die feste Bindung des Lecithins an die Grenzﬂäche der Na-
nopartikel sondern auch für die des Solutols. Gleichzeitig spricht das unveränderte
Signal des hydrophilen Teils von Solutol für eine hohe Mobilität der hydrophilen
Gruppe. Solutol beﬁndet sich also in der Grenzﬂäche der Nanopartikel. Dabei ra-
gen die großen hydrophilen Reste weit in das wässrige Medium. Solutol bildet also
zusammen mit Lecithin die äußerste Schicht um die Partikel.
3.4.4 Modellvorstellung
Aus den vorgestellten Ergebnissen lässt sich ein Modell für durch Lecithin und So-
lutol oberﬂächenmodiﬁzierte Lipidnanopartikel formulieren (Abb.: 3.16).
Der Kern der Partikel wird von Hartfett gebildet, wobei ein Einbau geringer Men-
gen an Lecithin in das Kristallgitter nicht ausgeschlossen werden kann. Bis zur
kritischen Konzentration von 30% bezogen auf die Matrix wird der Kern von ei-
ner wahrscheinlich monolamellaren Schicht von Solutol und Lecithin umgeben. Bei
höheren Lecithinkonzentrationen wird das überschüssige Lecithin für die Bildung
weiterer Lamellen um den Kern verwendet, wobei sich Solutol immer im äußersten
Lecithinlayer beﬁndet.
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3.5 Zusammenfassung
Im Rahmen dieses Teils der Arbeit wurden Lipidnanopartikel mit einem hohen An-
teil an Lecithin physikochemisch charakterisiert. Da die untersuchten Partikel über
eine Hochdruckhomogenisation in der Schmelze hergestellt wurden, wurde ein beson-
deres Augenmerk auf eine eventuelle Umverteilung des Lecithins aus den gebildeten
Emulsionströpfchen gelegt.
Aus den unterschiedlichen Messungen konnte ein Modell oberﬂächenmodiﬁzierter
Lipidnanopartikel erstellt werden. Dieses beinhaltet einen Hartfettkern, der von ei-
ner mindestens monomolekularen Schicht Lecithin stabilisiert wird. Die äußerste
Lecithinschicht enthält dabei zusätzlich Solutolmoleküle, die zur Stabilisierung der
Partikel beitragen.
Des Weiteren ergänzten die verwendeten Methoden bereits vorliegende Daten zu
den gebildeten polymorphen Formen des Hartfetts sowohl in der Matrix als auch in
den Nanopartikeln. Dabei konnte bestätigt werden, dass der Zusatz von Lecithin zu
Hartfett die Kristallisation in der β- und β′-Modiﬁkation induziert und das Hartfett
in den Nanopartikeln in der β-Modiﬁkation vorliegt.
Kapitel 4
Struktur von Quil A-Assoziaten
4.1 Allgemeiner Teil
4.1.1 Saponine
Saponine, die von vielen Pﬂanzen aber auch einigen Meerestieren und Bakterien
produziert werden, bilden eine heterogene Naturstoﬀgruppe [79]. Es handelt sich
um häuﬁg bitter schmeckende, oberﬂächenaktive, glykosidische Verbindungen, deren
Zuckerreste durch Hydrolyse abgespalten werden können. Das Aglycon (Sapogenin)
besteht aus einem Steroid- oder Triterpengrundgerüst, an das verschiedene Zucker-
moleküle gebunden werden können. Dies kann an einer (monodesmosidische Saponi-
ne) oder zwei Positionen (bisdesmosidische Saponine) erfolgen [80]. Die Anwesenheit
sowohl polarer als auch unpolarer Bereiche begründet die starke Oberﬂächenakti-
vität der Saponine. Die bisdesmosidischen Saponine besitzen dementsprechend ein
lipophiles Ringgerüst, das an zwei Seiten polare Zuckerreste trägt, aufgrund dieser
Eigenschaft können sie der Gruppe der Bolaamphiphile zugeordnet werden.
Sowohl in der Lebensmittelindustrie, als auch in der Pharmazie werden Saponine
vielfältig eingesetzt, so ist z.B. ein Extrakt der Rinde von Quillaja saponaria molina
als Schaumbildner in der EU in Lebensmitteln zugelassen. Beispielhafte Anwendun-
gen aus der Pharmazie sind: Expektorantien (Primulae radix, Hederae folium), An-
tiexsudativa (Hippocastani semen), Tonika (Ginseng radix ) und Immunadjuvantien
(Quillaiae cortex ).
Saponine können mit den Zellmembranen, und dort insbesondere mit Cholesterol
interagieren [81, 82, 83]. Auf diesem Eﬀekt beruht die hämolytische Eigenschaft,
die viele Saponine aufweisen [80]. Sie wird durch eine Porenbildung innerhalb der
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Zellmembran hervorgerufen [84]. Die gebildeten Poren in menschlichen Erythrocyten
haben eine Größe von 4 - 5 nm [85]. Als Mechanismus der Läsionsbildung gilt die
Aggregation von Saponin und Cholesterol zu einem mizellartigen Komplex innerhalb
der Membran, wobei die planaren Ringgerüste der Moleküle den äußeren Rand der
Läsion bilden [81, 82, 86]. Auch die antifungale Wirkung beruht auf einer Interaktion
mit Sterolen der Zellmembran von Pilzen [80].
Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass mit bisdesmosidischen Saponinen eine
Einlagerung in Liposomen auch unabhängig von Cholesterol erfolgen kann, da eine
erhöhte Permeabilität von Calcein aus Liposomen beobachtet wurde [87].
Des Weiteren weisen Saponine immunologische Eigenschaften auf. Werden sie als
Adjuvans zusammen mit einem Antigen verabreicht, können sie sowohl die zelluläre
Immunantwort als auch die Antikörperproduktion stimulieren [88]. Oda et al. be-
obachteten, dass die Aktivität als Adjuvans unabhängig ist von der hämolytischen
Aktivität, und dass für eine Wirkung als Adjuvans nicht bestimmte funktionelle
Gruppen, sondern eher die Gesamtkonformation des Saponins wichtig ist [89].
Der Mechanismus der Immunstimulierung ist bisher noch nicht geklärt, wobei es
mehrere Erklärungsansätze gibt. Aufgrund der Aﬃnität zu Zellmembranen könn-
te es durch eine Inkorporation zu einer vereinfachten Antigenpräsentation an den
cytosolischen Proteasen kommen [90]. Des Weiteren induzieren Saponine die Pro-
duktion von Zytokinen, wie Interleukin und Interferon, was die immunstimulierende
Wirkung vermitteln könnte [88].
4.1.2 Quil A
In dieser Arbeit wurde ein wässriger, aufgereinigter Extrakt von Quillaja saponaria
molina eingesetzt (Quil A) [91]. Der noch nicht aufgereinigte, wässrige Rohextrakt
enthält 20% Saponine sowie 80% Tannine und Polyphenole [92]. Der wässrige Roh-
extrakt wird mittels Anionenaustauscher und Gelausschlusschromatographie zum
Quil A aufgereinigt [91]. Quil A enthält >90% Saponine, die jedoch sehr heterogen
sind [92]. Eine Reihe von Arbeiten hat sich mit der Aufreinigung und Identiﬁzierung
der im Quil A enthaltenen Triterpensaponine beschäftigt [93, 94, 95, 96]. Higuchi et
al. klärten als erste den chemischen Aufbau eines der enthaltenen Saponine (QS-17)
auf [93]. Der trimere Zuckerrest variiert in Quil A kaum, wohingegen der Zuckerrest
an C28 vielfältig variiert (s. Tab. 4.1) [90]. Aufgrund der Glucuronsäure an C3 liegt
Quil A bei physiologischem pH deprotoniert, also anionisch vor. Viele der Saponine
in Quil A weisen eine Besonderheit in den hydrophilen Seitenketten gegenüber ande-
ren Saponinen auf: Die Zuckerkette an C28 enthält zusätzlich eine Acylseitenkette.
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Dies ist zum Beispiel auch der Fall bei den vier häuﬁgsten Saponinen des Quil A
(QS-7, QS-17, QS-18 und QS-21) (s. Tab. 4.1) [97, 98, 99].
Aufgrund der beiden hydrophilen Zuckerreste stellen die Saponine des Quil A bo-
laamphiphile Substanzen dar. Derartige Stoﬀe sind in der Lage, Mizellen im wässri-
gen Milieu zu bilden. Dabei liegt die CMC von Quil A bei 0,3 mg/ml [15, 91], kann
aber je nach Hersteller sehr stark variieren (0,3 - 0,8 mg/ml) [13]. QS-21 weist eine
CMC von 0,05 mg/ml auf [101].
Wie bereits in Abschnitt 4.1.1 beschrieben, können Saponine mit Cholesterol in-
teragieren. Die Solubilisation eines Cholesterol-Films in einer wässrigen, mizellaren
Quil A-Lösung führt zur Bildung von wormlike micelles (Abb.: 4.1) [18]. Dies unter-
stützt Ergebnisse von Mitra und Dungan, die ein Anwachsen von Quil A Mizellen
mit zunehmendem Cholesterolgehalt beobachteten. Sie gehen dabei davon aus, dass
Cholesterol als eine Art Struktur-Katalysator dient. Des Weiteren konnten sie zei-
gen, dass die CMC des Quil A durch Cholesterolzusatz ansteigt [14]. Im Gegensatz
dazu bewirkt eine Solubilisation von Cholesterol in Quil A zusammen mit einem
hydrophilen Emulgator, der im Anschluss durch Dialyse entfernt wird, die Bildung
von ringlike micelles [102] oder ISCOMs [103]. Eine pseudoternäre Mischung von Le-
cithin, Cholesterol und Quil A bildet sogenannte ISCOM-Matrices, die in Abschnitt
4.1.2.1 weiter behandelt werden.
Solubilisiert man in Quillaja-Saponin Gallensalze, die ein dem Cholesterol ähnliches
Ringgerüst mit etwas anderen funktionellen Gruppen aufweisen, können ebenfalls
wormlike micelles nachgewiesen werden. Diese weisen eine deutliche helicale Über-
struktur auf [104]. Die Tatsache, dass die gemischten Mizellen größer sind als die
Mizellen der Gallensalze und der Saponine alleine, wird mit verminderten elektro-
statischen und sterischen Wechselwirkungen begründet. Die großen, voluminösen
Zuckerreste werden räumlich durch das dazwischen eingelagerte Natriumcholat ge-
trennt. Gleichzeitig schirmen die Zuckerreste des Quil A die negative Ladung der
Cholate ab.
Sowohl für die Solubilisation von Cholesterol als auch für diejenige von Gallensalzen
in Quil A wird angenommen, dass sich die in allen Molekülen ähnlichen planaren
Ringgerüste zu lang gestreckten Würmern stapeln, wobei die hydrophilen Reste nach
außen ragen [17, 104].
Die vorliegenden Saponine sind nicht lagerstabil, weswegen sie als gefriergetrocknetes
Pulver mit begrenzter Haltbarkeit auf den Markt kommen. So unterliegt z.B. QS-21
insbesondere Hydrolyse und Isomerisierung im wässrigen Milieu [101, 98]. Erfolgt
eine Esterhydrolyse des Acylrestes, verliert QS-21 seine Eigenschaft als Adjuvans
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Tab. 4.1: Strukturformeln der Hauptbestandteile von Quil A (QS-7 [99], QS-17 [93], QS-18 [100]
und QS-21 [97]).
Quillajasäure R2
R1
QS-7
QS-17
QS-18
QS-21
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[105], wobei das deacylierte Produkt als Enhancer wirkt [100]. Eine Isomerisierung
von QS-21 zu QS-21B hingegen bewirkt keine Änderung für die Eignung als Adju-
vans [101]. Die Hydrolyse wird basisch katalysiert, so dass die Formulierungen am
besten einen pH von 5 - 6,5 aufweisen und bei niedrigen Temperaturen (2 - 8 ◦C)
gelagert werden sollten. Im gefrorenen Zustand ist eine Lagerung auch bei höheren
pH-Werten möglich [101]. Des Weiteren wird die Stabilität von QS-21 bei Konzen-
trationen oberhalb der CMC, wahrscheinlich aufgrund der innerhalb der Mizelle
abgeschirmten Esterbindung, positiv beeinﬂusst [101].
Quillaja-Saponine können als Adjuvans bereits in sehr niedrigen Dosen eingesetzt
werden [89]. Dabei konnte durch unterschiedlich aufgereinigte und auch isolierte
Quillaja-Saponine eine Immunantwort über mehrere Mechanismen nachgewiesen
werden [12]:
• Produktion speziﬁscher Antikörper
• Induktion der T-Zellantwort
• Induktion einer unspeziﬁschen Immunantwort
Quil A konnte erfolgreich als Adjuvans bei Tieren eingesetzt werden [106]. Es weist
jedoch in der nicht weiter aufgereinigten Form für den Einsatz beim Menschen ei-
ne zu hohe Toxizität auf (schwere lokale Reaktionen, Granulome und Hämolyse)
[107]. Erst die höher aufgereinigten Extrakte QS-21 und ISCOPREP erlauben eine
Entwicklung für Impfstoﬀe am Menschen [108, 109]. Kensil gibt einen umfassenden
Überblick über aktuelle klinische Studien, die sich imWesentlichen mit der Impfstoﬀ-
entwicklung gegen Krebs (Haut,- Brust,- Prostatakrebs sowie chronische myeloische
Leukämie) und Infektionskrankheiten (HIV, Inﬂuenza und Malaria) beschäftigen
[12].
Wie bereits oben beschrieben, scheint die Acylkette dabei für die Funktion als Ad-
juvans eine wichtige Rolle zu spielen, da die deacylierten Formen von QS-18 und
QS-21 keine starke Immunantwort in Mäusen hervorrufen [110, 97]. Des Weiteren
wurde die Säurefunktion der Glucuronsäure und die Aldehydgruppe des Aglycons
als essentiell für die Immunstimulierung identiﬁziert [111].
4.1.2.1 ISCOMs und andere kolloidale Strukturen mit Quil A
Der Begriﬀ ISCOM stammt vom englischen Begriﬀ immunostimulating complex und
wurde von Morein et al. erstmals eingeführt [15]. Morein et al. beschreiben sie als
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ca. 35 nm große, käﬁgartige Struktur, die aus ringförmigen Untereinheiten mit ei-
nem Durchmesser von etwa 12 nm aufgebaut ist. Diese Aggregate steigerten die
Immunantwort im Vergleich zu mizellaren Systemen mindestens um den Faktor 10
[15]. Gebildet werden ISCOMs vom pseudoternären System Phospholipid, Choleste-
rol und Quil A zusammen mit einem adsorbierten oder integrierten Antigen. Auch
einige isolierte Saponine des Quil A wie z.B. QS-7, QS-18 und QS-21 können mit den
anderen Stoﬀen ISCOMs bilden [90]. Enthalten die ISCOMs kein Antigen, werden
sie als ISCOM-Matrix oder leeres ISCOM bezeichnet [90].
Die ISCOMs transportieren die Antigene in das Cytosol von zur Antigenpräsentation
befähigten Zellen. Von dort gelangen sie in das endoplasmatische Retikulum (ER).
Im ER werden sie an antigenpräsentierende Proteine gebunden und zur Zelloberﬂä-
che transportiert [112]. Es ist zwar anzunehmen, dass die Toxizität der Saponine in
den ISCOMs geringer ist, die vorliegenden Studien ergeben jedoch ein heterogenes
Bild [92].
Die ISCOMs werden über hydrophobe, sterische Wechselwirkungen und wahrschein-
lich Wasserstoﬀbrückenbindungen zwischen den Bestandteilen zusammengehalten
[17]. Dabei sind die zwei Bestandteile Saponin und Cholesterol essentiell [103]. An-
dere Studien zeigen, dass für die Bildung der ISCOMs zusätzlich ein Phospholi-
pid benötigt wird [17, 113]. Dieser Widerspruch ist mit der Herstellmethode über
die Dialyse eines zusammen mit Quil A für die Solubilisation des Cholesterols ein-
gesetzten Emulgators zu erklären. Rückstände des Emulgators können analog den
Phospholipiden die Bildung der ISCOMs bewirken [114].
Eine neue Studie zeigt, dass Cholesterol durch das kationische DC-Chol (3β-[N-
(N,N-Dimethylaminoethan)-carbamoyl]-cholesterol) ersetzt werden kann. Das Er-
gebnis sind ISCOMs mit einem stark positiven Zetapotential. Die Autoren erhoﬀen
sich, dass die Anlagerung häuﬁg negativ geladener Proteine und DNA-Untereinheiten
als Antigene dadurch erleichtert wird [115]. Im Gegensatz dazu ließ sich keine aus-
reichende Menge an DOTAP (Dioleoyl-trimethyl-ammonium-propan) als Ersatz für
das Phospholipid inkorporieren, um ein positives Zetapotential zu erreichen [116].
Um den Einﬂuss der Zusammensetzung auf die gebildeten Strukturen zu ﬁnden,
stellten Demana et al. ein pseudoternäres Mischungsdreieck auf (Abb.: 4.1) [18].
Für die Herstellung wurde die Hydratation eines Lipidﬁlms eingesetzt, die die Ab-
wesenheit weiterer Emulgatoren in der Formulierung garantiert [113]. Die Verwen-
dung einer pseudobinären Mischung führt, wie bereits zuvor beschrieben, zur Bil-
dung von wormlike micelles. Dabei kristallisiert bei einem Verhältnis von mehr als
1:9 (Cholesterol : Quil A) überschüssiges Cholesterol aus [18]. Ein geringer Anteil
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Abb. 4.1: Pseudoternäres Mischungsdreieck für Formulierungen von Quil A, Cholesterol und
Phosphatidylcholin in TRIS-Puﬀer (140mM, pH 7,4) (1 Tag nach Herstellung) [18].
Abb. 4.2: Aufbau von links: ringlike micelles und ISCOMs nach Kersten et al. [17]; rechts: ISCOMs
nach Özel et al. [16].
von Phospholipid führt zur Bildung einer helicalen Überstruktur der wormlike mi-
celles [18]. Derartige helicale Überstrukturen der wormlike micelles werden auch
von anderen Autoren beobachtet [115, 17]. Lediglich die pseudoternären Mischun-
gen zeigten die Bildung von ISCOM-Matrices. Weitere Strukturen in den pseudo-
ternären Mischungen sind: Liposomen, ringlike micelles und lamellare Strukturen.
Eine Lagerung der Formulierungen über einen Monat bewirkt eine Verschiebung des
Gleichgewichtes zugunsten der ISCOM-Matrices. Lediglich die wormlike micelles der
pseudobinären Mischungen aus Quil A und Cholesterol zeigen keine weitere Verän-
derung bei Lagerung. Daraus wurde geschlossen, dass ringlike micelles Vorstufen
der ISCOM-Matrices darstellen [18].
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Auf der Basis von elektronenmikroskopischen Aufnahmen stellen Kersten et al.
Strukturvorstellungen der unterschiedlichen Aggregate vor. Sie gehen von ringlike
micelles als Grundstruktur aus [17]. Im Gegensatz dazu erklären Özel et al. die
Struktur der ISCOMs durch eine Zusammenlagerung von ca. 20 sphärischen Mizel-
len, auch hier diente die Elektronenmikroskopie als Grundlage (Abb.: 4.2) [16].
4.2 Material und Methoden
Die in diesem Teil der Arbeit vorgestellten Ergebnisse wurden in Zusammenarbeit
mit Herrn Timo Paepenmüller erarbeitet, dessen Promotionsprojekt schwerpunkt-
mäßig der physikalisch-chemischen Charakterisierung der ISCOMs gewidmet ist. Der
Focus der vorliegenden Arbeit hingegen liegt auf Streuexperimenten an den wormlike
micelles.
4.2.1 Material
Quil A
Quil A ist ein Saponingemisch, das aus Quillaja saponaria molina über eine wässrige
Extraktion gewonnen wird. Der Rohextrakt wird weiter aufgereinigt und gefrierge-
trocknet. Das erhaltene Pulver stellt Quil A dar.
In dieser Arbeit wurde Quil A in zwei unterschiedlichen Qualitäten eingesetzt:
• QA (Accurate Chemical, USA, Westbury)
• XQA (Isconova AB, Schweden, Uppsala)
wobei XQA ein stärker aufgereinigter Extrakt ist.
Im Folgenden bezeichnet Quil A den Oberbegriﬀ der unterschiedlichen Extrakte,
während QA und XQA für die beiden unterschiedlichen Quil A-Qualitäten stehen.
QS-21 stellt einen der vier Hauptbestandteile des Quil A (s. Tab.: 4.1) und wird für
die Strukturuntersuchungen als Modellsubstanz angesehen.
Es wurden unterschiedliche Chargen von QA eingesetzt. Tabelle 4.2 zeigt die in der
Arbeit verwendete Bezeichnung für die entsprechende Charge des Herstellers. Wenn
es im Text nicht anders erwähnt ist, wurde Charge B eingesetzt.
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Tab. 4.2: Bezeichnung der eingesetzten QA-Charge, sowie die jeweiligen Herstell- und Mindest-
haltbarkeitsdaten.
Arbeit Hersteller Herstelldatum Mindesthaltbarkeit
A L77-222 28.10.2002 Okt. 2007
B L77-238 03.02.2005 Feb. 2010
Abb. 4.3: Strukturformel von Mega-10.
Cholesterol (Chol)
Abbildung 4.38 zeigt die Struktur von Cholesterol. Cholesterol weist aufgrund der
Hydroxygruppe zwar eine Amphiphilie auf, ist als W/O-Emulgator jedoch nicht in
der Lage, wässrige Mizellen zu bilden. In Wasser ist es praktisch unlöslich (Sätti-
gungskonzentration: ca. 0,02 µg/ml [117]).
Das in dieser Arbeit verwendete Cholesterol wurde von Sigma-Aldrich (Deutschland,
Taufkirchen) bezogen.
Cholesterolderivate
Um Aussagen über den Einﬂuss unterschiedlicher Cholesterolderivate auf die ge-
bildeten Assoziate zu machen, wurden Dihydrocholesterol (DHC, Sigma-Aldrich,
Deutschland, Steinheim), Ergosterol (Ergo, Fluka, Schweiz, Buchs) und 5α-Cholestan
(Fluka, Schweiz, Buchs) eingesetzt. Die entsprechenden Strukturformeln sind in Ab-
bildung 4.38 dargestellt.
Phosphatidylcholin
Das in der Arbeit eingesetzte Phosphatidylcholin war Phospholipon 100 (P100,
Phospholipid GmbH, Deutschland, Köln). Phospholipon 100 ist eine alte Bezeich-
nung des Herstellers für das in Abschnitt 3.2.1 näher beschriebene Phospholipon
90G und entspricht diesem in der Zusammensetzung und den Eigenschaften.
Auch in diesem Kapitel wird anstelle von Phosphatidylcholin der Begriﬀ Lecithin
verwendet.
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N-Decanoyl-N-methylglucamid
Mega-10 (N-Decanoyl-N-methylglucamid, Fluka, Schweiz, Buchs) ist ein nichtioni-
scher, hydrophiler Emulgator (Abb.: 4.3).
Sonstige Substanzen
Die meisten Systeme wurden in gepuﬀerten, wässrigen Lösungsmitteln hergestellt.
Als Puﬀer diente Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS, Merck KGaA, Deutsch-
land, Darmstadt). Wasser wurde ausschließlich in bidestillierter Qualität eingesetzt.
Für die SANS Messungen wurde Wasser durch Deuteriumoxid (Deutero GmbH,
Deutschland, Kastellaun) ersetzt.
Für die Negativkontrastierung wurde Phosphorwolframsäure (Sigma-Aldrich, Deutsch-
land, Taufkirchen) als Kontrastmittel eingesetzt.
4.2.2 Methoden
4.2.2.1 Herstellung der Systeme
Sämtliche Quil A-Systeme sind im wässrigem Milieu instabil (s. Abschnitt: 4.1.2).
Aus diesem Grund wurden die Systeme direkt nach Herstellung bis zu ihrer Cha-
rakterisierung bei -20 ◦C gelagert.
QA / XQA - Mizellen
6,7 mg/ml QA bzw. XQA wurden in TRIS-Puﬀer (140mM, pH 7,4) gelöst. Als
Lösungsmittel diente Wasser oder Deuteriumoxid.
Pseudobinäre Systeme (Chol/Quil A) mittels Filmmethode
Wenn nicht anders angegeben, wurden die Formulierungen mittels Filmmethode
hergestellt.
Die Filmmethode für die Herstellung von ISCOMs wurde erstmals von Copland et
al. beschrieben [113]. Cholesterol wurde in Glasvials eingewogen und in Chloroform
gelöst. Das Lösungsmittel wurde unter Vakuum bei Raumtemperatur entfernt und
der entstandene Film in einer zuvor hergestellten QA bzw. XQA-Lösung in TRIS-
Puﬀer unter Rühren auf dem Magnetrührer über 24 h hydratisiert. Im Anschluss
wurden die Proben durch einen 0,22 µm Membranﬁlter (PVDF-Filter, Millipore,
USA, Billerica) ﬁltriert.
Die Gesamtkonzentration der Bestandteile (Chol und Quil A) betrug 6,7 mg/ml,
wobei sowohl QA, als auch XQA eingesetzt wurden.
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Pseudobinäre Systeme (Chol/Quil A) mittels Dialyse
Lediglich in Abschnitt 4.3.4 wurden die Formulierungen mittels Dialyse hergestellt.
Cholesterol wurde abgewogen und in Chloroform gelöst, das im Anschluss unter
Vakuum für 1 h bei Raumtemperatur abgedampft wurde. Der erhaltene Lipidﬁlm
wurde in einer Lösung von QA und Mega-10 (100 mg/ml) in TRIS-Puﬀer (140mM,
pH 7,4) solubilisiert. Die mizellare Lösung wurde für 5 h bei Raumtemperatur auf
einem Magnetrührer gerührt. Im Anschluss wurde Mega-10 durch Dialyse über eine
Dialysenmembran (Molecular Weight Cut-oﬀ 5000 Da, Spectra/Por, USA, Rancho
Dominguez) entfernt. Die Dialyse wurde über 72 h unter Rühren bei 4 ◦C durchge-
führt. Alle 12 h wurde 1 l TRIS-Puﬀer (140mM, pH 7,4) ersetzt.
Die Gesamtkonzentration der Bestandteile (Chol und QA) betrug 6,7 mg/ml.
Liposomen
Die Liposomen wurden ebenfalls nach der Filmmethode hergestellt. Zunächst wurde
ein Film aus Cholesterol und Phospholipid durch Lösen in Chloroform und anschlie-
ßende Entfernung des Lösungsmittels in Vakuum über 1 h bei Raumtemperatur
hergestellt. Der resultierende Film wurde in bidestilliertem Wasser hydratisiert und
im Anschluss mittels Ultraschall im SoniPrep 150 (MSE Scientiﬁc Instruments, Eng-
land, Crawley) über 30 Zyklen mit 30 s Beschallen und 30 s Pause dispergiert. Die
Gesamtlipidkonzentration betrug 50 mg/ml.
Ein Teil der so hergestellten Liposomen wurde unverändert vermessen. Des Weiteren
wurde der Einﬂuss der Zugabe eines QA-Zusatzes untersucht: zu 1 ml der Liposomen
wurden 125 µl einer QA-Lösung in Wasser (20 mg/ml) pipettiert. Die erhaltene Mi-
schung wurde direkt im Anschluss für 30 s bei 600 U/min mit dem MS1 Minishaker
(IKA, Deutschland, Stauﬀen) gemischt.
4.2.2.2 Röntgenkleinwinkelstreuung (SAXS)
Die Messungen erfolgten mit einer Kratky-Kompaktkamera bei ca. 10−4 bar. Die
Proben wurden mittels der Temperiereinheit K-Pr temperiert (beide: Anton Paar,
Graz, Österreich). Die eingesetzte Röntgenstrahlung war Cu-Kα-Strahlung mit ei-
ner Wellenlänge von λ=0,1542 nm, die vom Generator PW1830 mit der Röhre
PW2253/11 (beide: Philips, Deutschland, Kassel) bei einer Spannung von 30 kV
und einer Stromstärke von 20 mA erzeugt wurde. Die ebenfalls vorhandene Kβ-
Strahlung wurde durch einen Nickelﬁlter vor dem Kollimationssystem reduziert. Die
Detektion erfolgte mittels ortsempﬁndlichem Detektor (OED 50M, MBraun, Mün-
chen). Die Messzeit wurde um die Totzeit des Detektors korrigiert.
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Vor der Messung wurden die Proben 10 min bei 25 ◦C temperiert. Im Anschluss
erfolgten die Messungen über einen Zeitraum von 10.000 s.
Für die Entschmierung der Streukurven wurde das Programmpaket ITP-92 (An-
ton Paar, Graz, Österreich) eingesetzt. Die Entschmierung und die Berechnung der
Elektronenabstandsfunktion (PDDF) erfolgte mittels inverser Fouriertransformation
nach Glatter [25].
Einﬂuss des Lösungsmittels
Bei den SANS-Messungen wurde das Lösungsmittel Wasser gegen Deuteriumoxid
ausgetauscht. Die physikochemischen Parameter der Lösungsmittel wie z.B. die Vis-
kosität und die Oberﬂächenspannung variieren leicht, wodurch es zu einer Änderung
der Strukturen kommen kann. Um eine Änderung der Systeme auszuschließen, wur-
den für SAXS entsprechende Formulierungen der Quil A-Mizellen mit Cholesterol
in beiden Lösungsmitteln hergestellt. Die Form der Kurven, und damit der Aufbau
der Mizellen, ist  im den SAXS-Messungen zugänglichen Messbereich  unabhängig
vom verwendeten Lösungsmittel.
Lagerung der Formulierungen
Die Formulierungen konnten nicht immer direkt nach der Herstellung vermessen
werden. Um den Zustand nach der Herstellung zu konservieren und eine Hydrolyse
von Quil A zu verlangsamen, wurden sie nach der Herstellung sofort bei 20 ◦C
gelagert und erst direkt vor der Untersuchung aufgetaut.
Um auszuschließen, dass der Einfrierprozeß selber, bzw. mehrfaches Auftauen und
Einfrieren die Struktur der Formulierung verändert, wurden zusätzliche SAXS-Messungen
durchgeführt. Dazu wurden die Streukurven der Formulierung direkt nach der Her-
stellung, nach einmaligem Einfrieren, nach fünf Auftau- und Einfrierzyklen sowie
nach zwei Wochen Lagerung bei 20 ◦C aufgenommen. In keinem Fall ergab sich ei-
ne Änderung der Streukurve, so dass von einer unveränderten Struktur ausgegangen
wird.
Zeitaufgelöste Messung der Liposomen
Die Proben wurden direkt nach Herstellung in die Kapillare gefüllt und im Anschluss
10 min temperiert. Es folgten regelmäßige Messungen im Abstand von etwa 2 h an
der gleichen Probe, ohne dass sie erneut in die Kapillare eingefüllt wurde. Die Proben
konnten mindestens über einen Zeitraum von 30 h untersucht werden.
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Abb. 4.4: Beispielhafte SANS Streukurve, die Pfeile markieren die messtechnisch bedingten Über-
lappungen.
Aufgrund der hohen Lipidkonzentration und der daraus resultierenden hohen Streuin-
tensität konnte die Messzeit auf 5.000 s reduziert werden.
4.2.2.3 Neutronenkleinwinkelstreuung (SANS)
Die SANS Untersuchungen wurden am SANS1 am FRG1 Forschungsreaktor des
GKSS Forschungszentrum (Deutschland, Geesthacht) durchgeführt. Die eingesetzte
Wellenlänge der Neutronenstrahlung betrug 0,85 nm. Damit konnten die Streukur-
ven im Bereich von 0,07  2,5 nm−1 aufgenommen werden. Der Detektor wurde
dabei in vier unterschiedlichen Entfernungen zur Probe positioniert (0,7  7 m). Die
Proben wurden in 2 mm Quartzküvetten bei 25 ◦C±1 ◦C vermessen.
Bedingt durch die vier Entfernungen des Detektors für die Messung ergibt sich eine
Streukurve, die in einigen Teilen überlappt (s. Abbildung 4.4)
Ist die Konzentration der zu untersuchenden Lösung zu hoch, kommt es zu inter-
partikulären Interferenzen. Als Folge sinkt die Intensität der gemessenen Streukurve
bei kleinen Winkeln. Dieser Eﬀekt ist erst bei Konzentrationen über einer kritischen
Konzentration (c∗) zu beobachten. Um auszuschließen, dass die Konzentration der
hergestellten Proben größer als c∗ ist, wurden einige der Proben auch verdünnt (1:1,
1:2 und 1:4) vermessen.
Ein Unterschied in den Streukurven war nicht zu erkennen, so dass für die Messun-
gen die unverdünnten Systeme mit einer Gesamtlipid-Konzentration von 6,7 mg/ml
eingesetzt wurden.
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4.2.2.4 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)
Der hydrodynamische Durchmesser der Quil A Mizellen wurde mit dem Zetasizer
Nano ZS (Malvern, Deutschland, Herrenberg) ausgerüstet mit einem 4 mW He/Ne
Laser durchgeführt. Die Probe befand sich in Polycarbonat Küvetten (Sarstedt AG
& Co, Deutschland, Nürnberg) und wurde mittels Rückstreuung (173 ◦) bei 25 ◦C
dreimal vermessen. Die Auswertung der Daten erfolgte über einen CONTIN Al-
gorithmus der Malvern DLS Software [118]. Als Partikelgröße wurde der kleinere
Modalwert der resultierenden Intensitätsverteilung verwendet.
Für die Liposomen war eine Auswertung mittels zAverage möglich und dementspre-
chend wurde dieser ausgewertet.
4.2.2.5 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
Für die TEM Aufnahmen wurden die Mizellen mittels Negativkontrastierung sicht-
bar gemacht. Als Kontrastmittel wurde Phosphorwolframsäure (2% inWasser pH 5,2)
eingesetzt. Für die Aufnahmen wurden das Elektronenmikroskop EM 300 (Philips,
Deutschland), sowie das LEO EM 922 EFTEM (Leo, Deutschland, Oberkochen)
verwendet.
4.2.2.6 Cryo-TEM
Die Cryo-TEM Aufnahmen wurden mit dem Elektronenmikroskop EM 120 (Philips,
Deutschland) ausgestattet mit einer Cryo-Einheit von Gatan (USA, Pleasanton) bei
120 kV aufgenommen.
4.2.2.7 Molecular Modelling
Eine Abschätzung der Größen von QS-21, sowie eine mögliche Zusammenlagerung
von QS-21 und Chol, erfolgte mittels Molecular Modelling. Die Berechnungen wur-
den mit dem Programm HyperChem (Release 7.03, Hypercube, Inc., USA, Gaines-
ville) durchgeführt. Für die Berechnungen wurde das Kraftfeld MM+ (Optionen:
Bond dipoles, Cutoﬀs: none) nach einem Polak-Ribiere-Algorithmus eingesetzt. Als
Abbruchkriterium diente ein RMS-gradient von unter 0,05 kcal
Åmol
. Die Abbildungen
wurden mit dem Programm UCSF Chimera der University of California (USA, San
Francisco) erstellt.
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Abb. 4.5: 3D-Struktur eines QS-21 Moleküls in Vakuum durch Molecular Modelling. Hydrophile
Bereiche sind rot, lipophile grau dargestellt.
4.3 Versuchsergebnisse und Diskussion
Quil A bildet zusammen mit Lecithin und Cholesterol unter bestimmten Vorausset-
zungen ISCOM-Matrices. Da über den Aufbau der ISCOM-Matrices bisher wenig
bekannt ist, sollte in diesem Teil der Arbeit versucht werden, einen Einblick in die
komplexe, käﬁgartige Struktur zu bekommen. Die Untersuchung der kompletten
ISCOM-Matrix ist durch die Verwendung eines Naturstoﬀgemisches (Quil A) und
das Vorliegen weiterer Strukturen wie Liposomen und ringlike micelles sehr kom-
plex. Aus diesem Grund lag das Hauptaugenmerk in der vorliegenden Arbeit auf der
Untersuchung der Mizellen aus Quil A, und der Änderung ihrer Struktur bei der So-
lubilisation von Cholesterol und Cholesterolderivaten. Nach Demana et al. kommt es
hierbei ausschließlich zur Bildung von wormlike micelles [18]. Aber auch die komple-
xeren Strukturen, die sich in den pseudoternären Mischungen bilden können, wurden
ansatzweise untersucht.
Zusätzlich wird untersucht, inwiefern sich unterschiedliche Verunreinigungen auf die
Assoziate auswirken. Dazu wurde Quil A zweier Hersteller  QA (Accurate Chemi-
cal) und das stärker aufgereinigte XQA (Isconova)  eingesetzt.
4.3.1 Aufbau von Quil A-Mizellen
4.3.1.1 Molecular Modelling
Für das Molecular Modelling wurde die Molekülstruktur von QS-21, das hier als
Modellsubstanz für Quil A dienen soll, im Vakuum berechnet (Strukturformel s.
Tab. 4.1). Diese Struktur kann aufgrund des aufgereinigten Naturextraktes lediglich
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Tab. 4.3: Größen von QS-21 in Vakuum bestimmt mittels Molecular Modelling.
Molekülteil Richtung Größe [nm]
Länge 3,2
komplett Breite 1,4
Höhe 1,8
Länge 1,2
Triterpen Breite 0,7
Höhe 0,6
Länge 0,8
Zucker an C3 Breite 1,1
Höhe 0,9
Länge 1,4
Zucker an C28 Breite 1,4
Höhe 1,6
Tab. 4.4: Größe von QA und XQA-Mizellen bestimmt mit PCS (n=3).
Quil A Größe [nm]
QA 8,63±0,09
XQA 40,2±4,19
eine Modellsubstanz darstellen. Zusätzlich erfolgt in wässriger Lösung durch eine
Umlagerung des Acylrestes eine Isomerisierung zu QS-21B, das im Gleichgewicht
mit QS-21 vorliegt [101].
Abbildung 4.5 zeigt die erhaltene 3D-Struktur von QS-21. Aus der Molekülstruktur
können Größen für die hydrophilen und lipophilen Bereiche des Moleküls abgeleitet
werden (Tabelle 4.3).
4.3.1.2 PCS
Die Größe der Quil A-Mizellen ist stark abhängig von der Art des eingesetzten
Quil A. Während QA-Mizellen 8,63 nm groß sind, sind XQA-Mizellen mit 40,2 nm
wesentlich größer (s. Tab. 4.4). Zusätzlich können in allen Proben große Partikel
beobachtet werden, wobei die exakte Größe dieses Modalwertes nicht reproduzier-
bar ist. Die großen Partikel machen eine Auswertung anhand von zAverage und
PI unmöglich. Sie stammen möglicherweise von einem geringen Anteil ungelöster
Verunreinigungen des Quil A.
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Abb. 4.6: log-log Darstellung der SANS-Streukurven von XQA (schwarz) und QA Mizellen (grau).
Der Pfeil markiert den Reﬂex (s. Text).
4.3.1.3 SANS
Neutronenstreuung eignet sich gut, um Informationen über die Form und Größe
von Mizellen zu erhalten. Um die Mizellen einer Messung mittels Neutronenstreuung
zugänglich machen zu können, wurde Wasser als Lösungsmittel gegen Deuteriumoxid
ausgetauscht.
SANS unterscheidet sich von SAXS, wie es in Kapitel 2.1 dargestellt wurde, le-
diglich in der Weise, dass hier eine Streuung nicht nur an Elektronen erfolgt. In
den vorliegenden Messungen wurde der für Neutronenstrahlung große Kontrast zwi-
schen Deuterium undWasserstoﬀatomen ausgenutzt. Eine Mizelle in Deuteriumoxid-
Umgebung wird hier also homogen dargestellt, obwohl sie eine inhomogene Elektro-
nendichte aufweist.
Die in Abbildung 4.6 dargestellten Streukurven zeigen deutlich, dass Assoziate vor-
liegen, wobei sich die Kurven von QA und XQA deutlich unterscheiden. Im Fol-
genden sollen die sich daraus ableitenden möglichen Formen der Mizellen diskutiert
werden.
XQA-Mizellen
Die Assoziate mit XQA zeigen kein Guinierverhalten bei kleinen Winkeln, woraus
abgeleitet werden kann, dass die Gesamtausdehnung der Partikel größer als die ma-
ximal bestimmbare Größe (45 nm) ist. Dies bestätigt die PCS Ergebnisse, die mit
40,2 nm als durchschnittliche Größe sehr große Partikel nachweisen.
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Abb. 4.7: Modellzylinder für die Berechnung der Beispielstreukurve des Modells der Inhomoge-
nitäten entlang der Achse.
Zwischen 0,1 nm−1 und 0,5 nm−1 verhält sich die Intensität proportional zu un-
gefähr h−1. Eine solche Proportionalität ist typisch für zylinderförmige Partikel.
Dieser Aufbau der Mizellen kann leicht durch die Molekülstruktur von Quil A er-
klärt werden. Wie in Abbildung 4.5 zu sehen, ist das Grundgerüst ein ebenes, steifes
Ringsystem, das an den Enden hydrophile Zuckerketten trägt. Diese Ringe können
gut zu Zylindern gestapelt werden, dabei bilden die Ringe den lipophilen Kern, der
von den beiden nach außen ragenden Zuckerketten, die die hydrophile Hülle bilden,
stabilisiert wird. Ein derartiger Aufbau wird von Kersten et al. auch für die ISCOMs
vorgeschlagen [17].
Bei größeren Winkeln kann im Fall homogener Zylinder eine stetige Änderung der
Proportionalität von h−1 zu h−4 beobachtet werden. In diesem Bereich erhält man
Informationen über den Zylinderquerschnitt. In der vorliegenden Kurve der XQA-
Aggregate ist keine stetige Änderung der Proportionalität zu erkennen, denn der
Kurve ist ein schwach ausgeprägter, breiter Reﬂex (s. Pfeil in Abbildung 4.6) auf-
gelagert. Durch diesen Reﬂex wird die Auswertung und die Anpassung von Modell-
kurven erschwert. Im Folgenden werden drei Möglichkeiten für die Bildung eines
solchen Reﬂexes diskutiert.
Modell der Inhomogenitäten entlang der Achse
Bei diesem Modell ist relevant, dass es sich bei XQA um ein Naturstoﬀgemisch
handelt. Da XQA ein hochgereinigtes Produkt ist, sollte es sich größtenteils um
Variationen der Modellsubstanz QS-21 handeln, die sich im Wesentlichen in den
Zuckerresten unterscheiden [92]. Unter der Voraussetzung, dass der Zylinder durch
einen Stapel der Quil A-Moleküle gebildet wird, entspricht der Durchmesser des Zy-
linders ungefähr dem eines Kreises um das Quil A Molekül. Variieren die Zuckerreste,
so ändert sich auch die Größe des Moleküls.
Derartige Änderungen des Durchmessers entlang der Achse des Zylinders können in
der Bildung periodischer Strukturen  und damit der Bildung eines Reﬂexes im re-
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Abb. 4.8: Schema des verdrillten Bandes
ziproken Raum  resultieren. Die Position des Reﬂexes ist gegeben durch 2pi/d = h
(d = periodischer Abstand der Inhomogenitäten) [19]. Leider ist eine mathemati-
sche Anpassung an ein solches Modell nicht möglich. Aus diesem Grund wurde die
Annahme überprüft, indem die Streukurve des in Abbildung 4.7 dargestellten Mo-
dellzylinders mit Hilfe des Programms Singlebody MC (Version 11.2003) berechnet
wurde (Abb.: 4.11 gestrichelt). Die in Abbildung 4.7 angegebenen Parameter wur-
den von den Werten des Molecular Modellings und von der Position des Reﬂexes
abgeleitet.
Die Streukurven in Abbildung 4.11 sind im Holtzer-Plot (h · I(h) gegen h) darge-
stellt. Diese Darstellungsart wird häuﬁg eingesetzt, um die Streukurve von Zylindern
darzustellen, da eine Proportionalität zu h−1 einer Steigung von 0 im Holtzer Plot
entspricht. Die Ausprägung eines zusätzlichen Reﬂexes ist im Holtzer-Plot deutlich
zu erkennen. Der Abfall der simulierten Kurve ergibt sich aus der für die Simulati-
on vorgegebenen maximalen Größe von 80 nm. Die Steigung der simulierten Kurve
(Abb.: 4.11 gestrichelt) ist bei ca. 0,2 nm−1 exakt 0, was einer Proportionalität zu
h−1 entspricht, die Steigung der gemessenen Streukurve (Abb.: 4.11 grau) hingegen
ist etwas größer. Dieser Unterschied könnte durch das Vorliegen ﬂexibler worm-
like micelles erklärt werden, denn die Proportionalität ﬂexibler Zylinder nähert sich
asymptotisch h−1,67 [26].
Es stellt sich jedoch die Frage, was die Moleküle zur Ausbildung eines derartigen pe-
riodischen Aufbaus bewegen sollte, da immerhin ca. 10 Moleküle (ausgehend von den
Größen des Molecular Modellings) am Aufbau einer Periode beteiligt sein müssten.
Insofern erscheint dieses Modell wenig wahrscheinlich.
Modell eines verdrillten Bandes
Für ein C32-Alkan, das an beiden Enden einen hydrophilen Phosphocholinrest trägt,
wurden in TEM- und Cryo-TEM-Aufnahmen helicale Strukturen beobachtet. Die
Bildung dieser helicalen Strukturen wird durch die voluminösen hydrophilen Reste
dieses Bolaamphiphils begründet. Diese verhindern, dass sich die Moleküle parallel
zueinander anordnen können, und erzwingen, dass sich das nächste Molekül leicht
verdreht anlagert [119, 120, 121]. Das Resultat ist eine helicale Struktur, die einer Art
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Abb. 4.9: Ergebnis der Simulation des verdrillten Bandes (PDDF).
Abb. 4.10: Modell einer Helix mit den zugehörigen Parametern (α = Neigungswinkel).
verdrilltem Band ähnelt (Abb.: 4.8). Ein derartiger Aufbau ist auch im vorliegenden
Fall denkbar.
Um dieses Modell zu überprüfen, wurde die PDDF und daraus folgend die Streukur-
ve mit einem selbstgeschriebenen MATLAB-Programm berechnet. Die Querschnitts-
ﬂäche des verdrillten Bandes wurde als elliptisch angesehen. Die Parameter der El-
lipse wurden von den Größen des QS-21-Moleküls abgeleitet, das eine Querschnitts-
ﬂäche von 1,4 × 3,2 nm aufweist (s. 4.3.1.1). Für den helicalen Abstand wurde der
doppelte Wert des helicalen Fits eingesetzt (31,2 nm, s. helicales Modell), da es sich
bei diesem Modell um eine Doppelhelix handelt. Die Länge betrug 80 nm.
In Abbildung 4.9 ist das Ergebnis der Simulation dargestellt. Es ist eindeutig zu
erkennen, dass keine ausreichende Periodizität für die Bildung eines Reﬂexes im
normalen oder im reziproken Raum vorliegt. Verändert man die Parameter, so ist
ein Reﬂex erst bei einer wesentlich größeren Anisometrie der Querschnittsﬂäche
(1,40 × 14 nm) nachzuweisen, so dass dieses Modell als Ursache für die Bildung
des Reﬂexes ausscheidet.
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Abb. 4.11: Holtzer Darstellung der XQA-Streukurve (grau) und der angepassten helicalen Streu-
kurve (schwarz) sowie der berechneten Modellkurve eines inhomogenen Zylinders entlang der Achse
(schwarz - gestrichelt).
Helicales Modell
Eine weitere Möglichkeit, die zur Bildung periodischer Strukturen führt, kann aus
den TEM-Aufnahmen von QA nach der Solubilisation von Cholesterol abgeleitet
werden. Dort wird die Bildung von wormlike micelles mit einer helicalen Überstruk-
tur gezeigt (s. Abschnitt 4.3.2.3). Abbildung 4.10 zeigt ein Modell der Struktur.
Leider weisen die Mizellen ohne Cholesterol keinen ausreichenden Kontrast auf, um
mit dieser Methode nachgewiesen werden zu können. Die Möglichkeit einer solchen
helicalen Überstruktur ist aber dennoch in Betracht zu ziehen.
Die Streukurve einer Helix wurde mathematisch von Lebedev et al. beschrieben. Sie
wird durch zwei Beiträge charakterisiert [122]:
• die Streuung eines länglichen Partikels
• und die Periodizität der Helix.
Eine Periodizität führt wie in Abschnitt 2.2 beschrieben zur Ausbildung eines Re-
ﬂexes in den Streukurven, wobei die Position des Reﬂexes hier abhängig ist vom
Durchmesser und dem helicalen Abstand der Helix.
Ein Fit der Messdaten an das nicht vereinfachte Modell für helicale Abstände über
10 nm liefert dabei gute Ergebnisse und ist in Abbildung 4.11 (schwarze Kurve)
in der Holtzer-Darstellung dargestellt. Tabelle 4.5 zeigt die erhaltenen Parameter.
Im verwendeten helicalen Modell von Lebedev et al. bilden aneinandergereihte Ku-
geln das Rückgrat der Helix. Der Durchmesser der Kugeln (D) ist mit 3,82 nm
im Vergleich zur Größe eines QS-21 Moleküls (s. Tabelle 4.3) verhältnismäßig groß.
70 KAPITEL 4. STRUKTUR VON QUIL A-ASSOZIATEN
Tab. 4.5: Links: Parameter der XQA-Mizellen nach Anpassung des helicalen Modells von Lebedev
et al. mit dem Fehler des Fits [122]. Rechts: Modell der berechneten Helix.
Parameter Größe [nm]
Durchmesser der Kugeln 3,82±0,02
Durchmesser des Zylinders 3,00±0,02
helicaler Abstand 15,6±0,2
Durchmesser der Helix 2,80±0,07
Abb. 4.12: Vergleich der SANS-Kurven unterschiedlicher QA-Chargen (Schwarz: Charge A; Grau:
Charge B).
Der Durchmesser des Rückgrats sollte sich jedoch aus dem umgebenden Kreis um
das QS-21 Molekül, also zwischen 1,43,2 nm, ergeben. Durch die Verwendung von
Kugeln als Streuobjekte variiert die Dicke des Zylinders entlang seiner Achse. Der
tatsächliche mittlere Durchmesser (d) ist dementsprechend kleiner und kann mit
d = Dpi/4 berechnet werden. Es ergibt sich ein Durchmesser von 3,00 nm.
Der bestimmte helicale Abstand entspricht mit 15,6 nm in etwa dem Abstand der
cholesterolhaltigen Systeme (s. 4.3.2.3). Dagegen ist der Durchmesser der Helix we-
sentlich geringer. Dieser Unterschied könnte jedoch durch das fehlende Cholesterol
und die unterschiedlichen Untersuchungsmethoden erklärt werden.
QA-Mizellen
Die Streukurven der QA-Mizellen unterscheiden sich deutlich von denen der XQA-
Mizellen (Abb.: 4.6). Bei mittleren Winkeln scheint die Kurve ein Guinierverhalten
aufzuweisen, was für eine vollständige Erfassung der Partikel spricht. Die Mizellen
sind also  analog den PCS-Daten  kürzer als die XQA-Mizellen.
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Abb. 4.13: Fit eines homogenen Zylinders (schwarz) an die Streukurve von QA (grau).
Tab. 4.6: Parameter aus dem zylindrischen Fit der QA-Mizellen mit dem Fehler des Fits (SANS)
Parameter Größe [nm]
Durchmesser des Zylinders 2,76±0,07
Länge 6,3±0,3
Bei kleinen Winkeln steigt die Intensität jedoch wieder an. Wie stark dieser Anstieg
ausgeprägt ist, ist abhängig von der verwendeten Charge (Abb.: 4.12). Es wird da-
von ausgegangen, dass der Anstieg durch die mittels PCS beobachteten ungelösten
Verunreinigungen hervorgerufen wird und nicht der Streuung durch die Mizellen
selber zuzuordnen ist.
Des Weiteren ist bei den vorliegenden Kurven kein zusätzlicher Reﬂex, der für das
Vorliegen einer helicalen Struktur sprechen würde, nachzuweisen. Dies ist nicht wei-
ter verwunderlich, da für den Nachweis einer derartigen periodischen Struktur die
Helix eine ausreichende Länge aufweisen muss.
Aufgrund der beschriebenen Annahmen wurde eine mathematische Anpassung an
einen homogenen Zylinder durchgeführt [123]. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.13
und Tabelle 4.6 dargestellt.
Die Tatsache, dass die QA-Mizellen wesentlich kürzer sind als die XQA-Mizellen,
steht im Einklang mit den PCS-Ergebnissen. Dabei ist die Länge mit 6,3 nm kürzer
als die mittels PCS ermittelte Größe. Diese Diﬀerenz kann durch die unterschiedli-
chen Messmethoden begründet werden. PCS liefert den hydrodynamischen Durch-
messer, während SANS den Kontrast zwischen Wasserstoﬀ- und Deuterium  also
der Mizelle selber  auﬂöst.
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Abb. 4.14: schematische Darstellung des Kettenabbruchs durch Verunreinigungen in QA.
Der Durchmesser des Zylinders passt sehr gut zu den Molekülgrößen, wie sie beim
Molecular Modelling erhalten wurden.
Es stellt sich die Frage, wieso die Mizellen aus QA kleiner sind als die des XQA.
XQA ist stärker aufgereinigt als QA. Dementsprechend ist der Anteil lipophiler und
amphiphiler Verunreinigungen in QA größer. Die vorliegenden Mizellen bestehen
wahrscheinlich aus Stapeln von Quil A-Molekülen. Diese Stapel weisen dementspre-
chend im Bereich des Triterpens eine lipophile Fläche auf, die mit der wässrigen
Phase in Kontakt treten muss. Hier können sich lipophile und amphiphile Verunrei-
nigungen anlagern. Damit ist ein weiteres Stapeln der Quil A-Moleküle nicht mehr
möglich, die Kette bricht ab. Der höhere Grad an Verunreinigungen im QA führt
also zu einer Verkürzung der Mizelllänge (Abb.: 4.14).
4.3.1.4 SAXS
Um zusätzliche Informationen über den Aufbau innerhalb der Mizellen zu bekom-
men, wurde Röntgenkleinwinkelstreuung eingesetzt. Da die Intensitäten der Kratky-
Messungen nicht auf absolute Einheiten normiert sind, wurden sie skaliert, um besser
mit den SANS-Daten verglichen werden zu können.
XQA-Mizellen
Die entschmierten SAXS-Daten sind in Abbildung 4.15 im Vergleich zu den SANS-
Kurven dargestellt. Es sind deutliche Unterschiede zu erkennen. Gemeinsam haben
die Kurven, dass die Partikel nicht als Ganzes aufgelöst werden können. Aufgrund
des für die ITP benötigten maximalen Durchmessers wird bei der Entschmierung der
SAXS-Daten bei kleinen Winkeln ein Guinierverhalten erzwungen, was die geringere
Steigung erklärt.
Bei großen Winkeln ist ein schwach ausgeprägtes Minimum bei ca. 1,6 nm−1 zu
erkennen, das auf den inhomogenen Aufbau der Mizellen zurückzuführen ist (hy-
drophile Hülle - lipophiler Kern). Des Weiteren ist die Intensität in diesem Bereich
4.3. VERSUCHSERGEBNISSE UND DISKUSSION 73
Abb. 4.15: XQA-Streukurven ermittelt mittels SAXS (schwarz) und SANS (grau).
gegenüber der SANS-Kurve geringer, was auf einen größeren Durchmesser des Quer-
schnittes hinweist. Die Messungen wurden an derselben Probe durchgeführt, so dass
der Unterschied nicht auf Probenvariationen zurückgeführt werden kann. Er muss
also im Unterschied des Kontrastes zu suchen sein. Eine wahrscheinliche Erklärung
ist die Hydratisierung der Zuckerketten des Quil A durch Deuteriumoxid. Dies führt
zu einer Abschwächung des Kontrastes der Hülle für SANS nicht aber für SAXS. Ein
solcher Eﬀekt ist analog für eine SANS und SAXS-Studie an Mizellen aus Zuckerli-
piden beschrieben [124].
Analog zu den SANS-Daten ist bei den SAXS-Kurven ein schwach ausgeprägter
Reﬂex bei mittleren Winkeln zu erkennen, der auf eine Überstruktur der wormlike
micelles schließen lässt. Für die SAXS-Kurven ist jedoch ein Fit an das helicale,
analytische Modell nicht möglich, da dieses lediglich für homogene Helices eingesetzt
werden kann.
Auﬀällig ist, dass der Reﬂex bei etwas kleineren Winkeln zu ﬁnden ist als bei den
SANS-Kurven. Der Grund ist nicht bekannt. Als Ursache können zwei Möglichkeiten
diskutiert werden:
• Die durch den inhomogenen Querschnitt veränderte Streukurve bei großen
Winkeln  der der Reﬂex aufgelagert ist  verschiebt den Reﬂex zu kleineren
Winkeln.
• Eine Verschiebung des Reﬂexes als Artefakt aufgrund der Entschmierung mit-
tels ITP.
Die zweite Möglichkeit gilt grundsätzlich immer. Die erste ist wenig wahrscheinlich,
da auch in der PDDF, die der entschmierten Kurve entspricht, eine Verschiebung
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Abb. 4.16: PDDF der XQA-Mizellen nach Messung mit SAXS (schwarz) und SANS (grau) (Aus-
wertung gemäß Kugelsymmetrie).
Abb. 4.17: QA-Streukurven gemessen mittels SAXS (nach der Entschmierung; schwarz) und
SANS (grau).
des Maximums zu größeren r zu beobachten ist (Abbildung 4.16). Aufgrund der
fehlenden Möglichkeit eines analytischen Fits kann eine abschließende Beurteilung
jedoch nicht erfolgen.
QA-Mizellen
Abbildung 4.17 zeigt die Streukurven der QA-Mizellen gemessen mittels SAXS und
SANS im Vergleich. Bei kleinen Winkeln ist mittels SAXS deutlich ein Guinier-
verhalten zu erkennen, während die SANS-Kurve wieder ansteigt. Dieser Anstieg
beﬁndet sich nicht im Messbereich der Kratky-Kamera, und kann dementsprechend
mittels SAXS nicht mehr aufgelöst werden.
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Abb. 4.18: PDDF der QA-Mizellen mittels SAXS (Auswertung gemäß Kugelsymmetrie).
Tab. 4.7: Ergebnisse der QA-Mizellen bestimmt mit SAXS.
Parameter inhomogener Fit [nm]
Durchmesser des Zylinder 3,72
Durchmesser des lipophilen Kerns 2,96
Länge 8,2
Bereits im Abschnitt 4.3.1.3 wurde diskutiert, dass die Verunreinigungen des QA
im Vergleich zum XQA eine Verkürzung der Assoziate bewirken. Diese Verkürzung
ist auch hier deutlich an den Streukurven zu erkennen. Aus der zugehörigen PDDF
kann die Länge der Aggregate aus dem Nulldurchgang mit 8,2 nm bestimmt werden
(Abb.: 4.18).
Bei großen Winkeln, die Aussagen über den Querschnitt des Zylinders machen,
weicht die SAXS-Kurve ebenfalls von der SANS-Kurve ab. Dies ist auf einen un-
terschiedlichen Querschnitt zurückzuführen. Wie bereits bei den XQA-Mizellen be-
schrieben, erklärt sich der Unterschied im Querschnitt durch den inhomogenen Auf-
bau der Mizellen in Bezug auf die SAXS-Messungen. Um Informationen über den
Querschnitt zu erhalten, wurde die entschmierte Streukurve dementsprechend einem
inhomogenen Zylinderﬁt unterworfen [123]. Die Länge des Zylinders wurde dabei
nicht mitgeﬁttet, da diese Information durch die Verwendung von Dmax bei der ITP
bereits enthalten ist. Das Ergebnis ist in Tabelle 4.7 dargestellt. Wie bereits bei den
XQA-Kurven ist der Durchmesser  bestimmt man ihn mittels SAXS  größer als
mittels SANS (2,76 nm), was auf den unterschiedlichen Kontrast zurückzuführen
ist. Da der hydrophile Teil bei den SAXS-Messungen voluminöser gemessen wird,
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Abb. 4.19: Zusammenlagerung von QS-21 und Chol berechnet durch Molecular Modelling. Hy-
drophile Bereiche sind rot, lipophile grau und Wasserstoﬀbrückenbindungen grün dargestellt.
erklärt sich daraus auch die größere Länge im Vergleich zu den SANS-Messungen
(6,3 nm).
Auch SAXS kann keine helicale Überstruktur der QA-Mizellen zeigen.
4.3.2 Solubilisation von Cholesterol
In diesem Abschnitt soll der Einﬂuss von Cholesterol auf die Quil A-Mizellen un-
tersucht werden. Die Solubilisation von Cholesterol führt nach Demana et al. zur
Ausbildung von wormlike micelles [18].
Fast alle Formulierungen wurden mittels Filmmethode hergestellt. Lediglich in Ab-
schnitt 4.3.4 kam die Dialysemethode zum Einsatz.
4.3.2.1 Molecular Modelling
In diesem Abschnitt wird versucht, eine mögliche Anlagerung von Chol an QS-
21 zu berechnen. Dabei ist es wichtig zu erwähnen, dass das verwendete Modell
sehr stark von der Wirklichkeit abweichen kann, da die Zusammenlagerung nicht
in Wasser berechnet wurde und QS-21 lediglich als Modellsubstanz für das in den
Versuchen tatsächlich vorliegende Naturstoﬀgemisch dient. Des Weiteren müssen
für die Berechnung der Anlagerung die Moleküle bereits im Vorfeld so positioniert
werden, dass eine Anlagerung zumindest theoretisch möglich ist. Der Berechnung
liegt also bereits eine Modellvorstellung zugrunde.
In Abbildung 4.19 ist zu erkennen, dass sich die beiden Moleküle Chol und QS-21
aufgrund der voluminösen Methylreste nicht parallel zu den Ringgerüsten stapeln
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Abb. 4.20: Größe der Mizellen in Abhängigkeit vom Cholesterolgehalt der XQA (grau) und QA
(schwarz) (n=3).
können, sondern einen Neigungswinkel von ca. 35 ◦ aufweisen. Die Hydroxylgruppe
des Chol kann eine Wasserstoﬀbrückenbindung zur Fucose des QS-21 ausbilden.
Diese könnte, neben der lipophilen Wechselwirkung der Ringe, für die Stabilisierung
des Komplexes mitverantwortlich sein. Des Weiteren sitzen die Moleküle nicht direkt
übereinander, sondern sind leicht gegeneinander verschoben.
4.3.2.2 PCS
Da  wie bereits bei den Chol-freien Quil A-Mizellen beschrieben (s. 4.3.1.2)  in der
Intensitätsgewichtung noch ein weiterer Peak bei großen Partikelgrößen nachgewie-
sen wird, ist eine Auswertung mittels zAverage und PI nicht möglich. Dementspre-
chend kann im vorliegenden Fall keine Aussage über die Anisometrie der Mizellen
gemacht werden. Auch hier wird vermutet, dass der zusätzliche Peak von ungelösten
Verunreinigungen des Quil A stammt.
In Abbildung 4.20 ist deutlich zu erkennen, dass eine Solubilisation von Choles-
terol in einer Vergrößerung sowohl der QA als auch der XQA Mizellen resultiert.
Bei den QA-Mizellen wird deutlich, dass bereits ein kleiner Zusatz von Chol zu ei-
nem Wachstum der Mizellen führt, und eine Erhöhung des Anteils über 5% keine
deutliche Partikelvergrößerung mehr bewirkt. Des Weiteren sind die QA-Mizellen
wesentlich kleiner als die XQA-Mizellen.
Da von XQA lediglich wenig Substanz vorlag, wurde hier keine komplette Konzen-
trationsreihe, sondern lediglich 0% und 35% Chol untersucht.
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Abb. 4.21: TEM-Aufnahmen nach Negativkontrastierung von QA-Mizellen mit unterschiedlichem
Anteil an Chol (A: 1%; B: 5% C: 35%). Die weißen Pfeile markieren Helices. Der schwarze Pfeil
markiert eine Helix mit wechselnder Händigkeit.
4.3.2.3 TEM
Für die TEM-Aufnahmen wurde die Negativkontrastierung eingesetzt. Dabei gilt
generell, dass aus den Aufnahmen lediglich qualitative Aussagen gemacht werden
können, da die Probe zum einen durch den Zusatz des Kontrastmittels (Phosphor-
wolframsäure) und zum anderen durch die anschließende Trocknung verändert wird.
So haben zum Beispiel Kohler et al. für eine helicale Struktur eines bipolaren Li-
pids eine größere Flexibilität und kürzere Aggregate bei Negativkontrastierung im
Vergleich zu cryomikroskopischen Aufnahmen beobachtet [121].
QA-Mizellen
Abbildung 4.21 zeigt TEM-Aufnahmen der QA-Systeme mit unterschiedlichen Cho-
lesterolanteilen. Eine Erhöhung des Cholesterolanteils verbessert den Kontrast der
wormlike micelles wahrscheinlich aufgrund des höheren lipophilen Anteils im Kern.
Cholesterolhaltige Assoziate können also im Gegensatz zu den Chol-freien Quil A-
Mizellen sichtbar gemacht werden. Ab 1% Chol können vereinzelt wormlike micelles
detektiert werden; ab 5% ist eine Detektion gut möglich. Insgesamt steigt der Anteil
an nachweisbaren Mizellen mit der Konzentration an Cholesterol. Ob dies lediglich
ein Eﬀekt durch die Kontrastverbesserung oder durch ein Wachstum der Mizellen
und damit eine verbesserte Nachweisbarkeit ist, kann nicht beurteilt werden.
Allen Proben ist gemeinsam, dass sie nicht als einfache wormlike micelles vorliegen,
sondern eine helicale Überstruktur aufweisen. Diese wird von Demana et al. zwar
nicht beschrieben, ist auf den TEM-Aufnahmen aber ebenfalls zu erkennen [18].
Die Durchmesser durch die Helix und durch den Zylinder ändern sich mit einer
Änderung des Cholanteils nicht deutlich (Tab.: 4.8). Anders verhält es sich jedoch
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Tab. 4.8: Parameter der QA-Helices aus den TEM-Aufnahmen [nm] (1 ≤ n ≤ 11).
helicaler Durchmesser Durchmesser
Chol [%] Abstand der Helix des Zylinders
1,0 9,1 10,4 3,0
5,0 10,5±4,2 10,2±1,0 3,6±0.4
10,0 14,4±3,4 8,1±1,9 3,5±0,2
12,5 13,5±1,4 11,8±3,9 3,2±0,4
30,0 19,1±2,6 10,5±1,5 3,6±0,5
35,0 15,9±1,2 12,6±2,7 3,6±0,2
Abb. 4.22: Helicaler Abstand ± Standardabweichung der QA-Mizellen aus den TEM-Aufnahmen
in Abhängigkeit vom Cholesterol-Anteil (1 ≤ n ≤ 11).
mit dem helicalen Abstand. Bei niedrigen Anteilen an Chol liegen bevorzugt kleine
helicale Abstände vor, während der helicale Abstand mit steigendem Anteil größer
wird. Dieser Eﬀekt kann über die Messung der Parameter der Helix nachgewiesen
werden1 (Abb.: 4.22 und Tab.: 4.8) und entspricht Beobachtungen von Rades, der
zwar einen großen Einﬂuss anderer Substanzen auf den helicalen Abstand, nicht
jedoch auf den Durchmesser der Helix festgestellt hat [125].
Des Weiteren scheint es zwei unterschiedliche Kollektive an Helices zu geben, dies
wird besonders deutlich bei der Probe mit 5% Chol (Tab.: 4.9). Während das eine
Kollektiv kleine helicale Abstände (7,9 nm) aufweist, besitzt das andere Kollektiv
große Abstände (15,8 nm), wobei die beiden anderen Parameter davon unbeeinﬂusst
1Es wurden alle auf den Aufnahmen zu ﬁndenden Helices vermessen, so dass die Anzahl der
Helices für die Bestimmung eines Mittelwertes variiert. Bei 1% Chol war lediglich eine Helix zu
ﬁnden, so dass hier keine Standardabweichung angegeben werden kann.
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Tab. 4.9: Parameter der unterschiedlichen Helixkollektive (5%Chol) aus den TEM-Aufnahmen
[nm] (kleiner Abstand: n=4; großer Abstand: n=2).
helicaler Durchmesser Durchmesser Neigungs-
Kollektiv Abstand der Helix des Zylinders winkel [◦]
kleiner Abstand 7,9±1,3 10,5±0,9 3,5±0,4 13,7±3,0
großer Abstand 15,8±0,9 9,6±1,3 3,6±0,4 27,6±1,8
alle 10,5±4,2 10,2±1,0 3,6±0,4 18,3±7,6
bleiben. Die Vergrößerung des gemittelten helicalen Abstandes scheint auf einer
Veränderung des Verhältnisses von kleinen zu großen Abständen zu beruhen.
Die Vermutung, dass QA die einzelnen Segmente der Helix zusammenhält, liegt nahe.
Dieser Zusammenhalt könnte durch hydrophile Wechselwirkungen der nach außen
ragenden Zuckerreste realisiert werden. Nimmt die Konzentration der Zuckerreste
durch eine Erhöhung der Konzentration an Chol in den Mizellen ab, werden die
Segmente nicht mehr in gleichem Maße zusammengehalten und es bildet sich ein
großer helicaler Abstand aus.
Bei der Selbstaggregation von Chol aus übersättigten Gallensalz-Systemen in Ge-
genwart von Phospholipiden entstehen als Zwischenstufe helicale Bänder. Auch hier
werden zwei Kollektive mit jeweils unterschiedlichem Neigungswinkel beobachtet.
Allerdings entsprechen die Winkel mit 54,1 ◦ und 11,5 ◦ nicht den hier vorliegen-
den Winkeln (s. Tab. 4.9). Im Fall der helicalen Bänder wird angenommen, dass
es sich um spiralisierte, lamellare Cholesterol-Bänder handelt. Ihre Größe liegt im
Mikrometerbereich [126, 127]. Die Unterschiede in Größe und Neigungswinkel sind
aufgrund der in den Selbstaggregaten vorliegenden ﬂüssigkristallinen oder kristalli-
nen Struktur nicht verwunderlich. Die Bildung der helicalen Bänder zeigt jedoch die
Fähigkeit von Sterolgerüsten, helicale Strukturen auszubilden. Die Autoren erklären
das Vorliegen der zwei Kollektive über einen unterschiedlichen molekularen Einbau
des Cholesterols.
Für die Entstehung einer helicalen Struktur ist eine Verkippung der Moleküle zuein-
ander erforderlich. Für die Entstehung der Verkippung gibt es zwei Möglichkeiten:
• Ausgehend von der Leitsubstanz QS-21 könnten die unterschiedlich großen
Zuckerreste sterisch eine Verkippung der Ringgerüste erzwingen.
• Die Ergebnisse des Molecular Modelling zeigen, dass die Ringsysteme von Chol
und QS-21 nicht parallel zueinander zu liegen kommen, sondern aufgrund ihrer
Methylreste leicht verkippt aufeinander liegen.
4.3. VERSUCHSERGEBNISSE UND DISKUSSION 81
Abb. 4.23: TEM-Aufnahme von XQA-Mizellen mit 35% Chol nach Negativkontrastierung
In den TEM-Aufnahmen scheinen sowohl rechts- als auch linkshändige Helices vor-
zuliegen, wobei die rechtshändigen Helices leicht dominieren (zu beachten ist dabei
jedoch, dass eine Beurteilung des Drehsinns mittels Negativkontrastierung durchaus
problematisch ist [128]). Dies ist überraschend, da für die Bildung eines Drehsinns
meistens Chiralität eine Voraussetzung ist. Liegt ein Enantiomer einer Substanz vor,
kann nur die zugehörige links- oder rechtshändige Struktur aufgebaut werden. Ein
solches Verhalten wurde auch vielfach beobachtet [129, 128]. Einige Systeme hinge-
gen  darunter die weiter oben beschriebenen helicalen Cholesterolselbstaggregate 
können in Systemen mit gereinigten Enantiomeren sowohl rechts- als auch linkshän-
dige Helices ausbilden. Aus diesem Grund wird angenommen, dass die Chiralität
einer Substanz nicht allein für die Bildung helicaler Strukturen verantwortlich ist.
Abschließende Erklärungen für das Phänomen gibt es jedoch noch nicht [127, 128].
Hohe Konzentrationen an Chol bewirken eine verstärkte Flexibilität der wormlike
micelles. Zusätzlich ist zu beobachten, dass bei 30 und 35% Chol-Anteil oft der
Drehsinn der Helices innerhalb einer Helix von links- nach rechtshändig wechselt (s.
Abb. 4.21 C, weißer Pfeil). Setzt man als Grund für die Helixbildung unterschied-
lich große Zuckerreste voraus, ist eine mögliche Ursache, dass Chol als Abstandhalter
zwischen den voluminösen Resten fungiert. In diesem Fall ist nach dem Einbau eini-
ger Chol-Moleküle hintereinander der Einbau von Quil A um 180 ◦ gedreht sterisch
nicht mehr behindert, die Händigkeit der Helix kann wechseln.
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Tab. 4.10: Parameter der XQA und QA Helices mit 35% Chol aus den TEM-Aufnahmen [nm]
(QA: n=5; XQA n=5)
helicaler Durchmesser Durchmesser
Quil A Abstand der Helix des Zylinders
QA 15,9±1,2 12,6±2,7 3,6±0,2
XQA 17,9±4,6 10,1±1,9 5,0±0,4
Abb. 4.24: Cryo-TEM Aufnahme von QA-Mizellen mit 12,5% Chol (Balken: 100 nm).
XQA-Mizellen
Abbildung 4.23 zeigt eine TEM-Aufnahme der XQA-Mizellen mit 35% Chol. Auch
hier ist eine helicale Überstruktur zu erkennen, wenn auch nicht so deutlich wie
bei den QA-Mizellen. In Tabelle 4.10 sind die aus den Aufnahmen ausgemessenen
Parameter der Helices angegeben. Während kein deutlicher Unterschied in Bezug
auf den helicalen Abstand und den Durchmesser der Helix zu erkennen ist, ist der
Durchmesser des Zylinders im Fall der XQA-Mizellen wesentlich dicker.
Ohne Chol ist auch hier der Kontrast nicht ausreichend, um die Assoziate darstellen
zu können.
4.3.2.4 Cryo-TEM
Um auszuschließen, dass es sich bei den beobachteten Helices um Artefakte aus der
Negativkontrastierung handelt, wurden zusätzlich Cryo-TEM Untersuchungen von
QA-Mizellen durchgeführt. Hier kann die Probe ohne vorherige Behandlung direkt
im Lösungsmittel dargestellt werden. Die hier eingesetzte Charge ist, im Gegensatz
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Abb. 4.25: SANS-Streukurven der QA-Mizellen mit unterschiedlichem Anteil an Chol.
zu den sonstigen in diesem Abschnitt beschriebenen Ergebnissen, Charge A. Auf die
Unterschiede in den Chargen wird in Abschnitt 4.3.2.7 eingegangen.
Abbildung 4.24 zeigt deutlich eine Spiralisierung der wormlike micelles. Die mittels
Negativkontrastierung im TEM beobachteten Strukturen sind also keine Artefakte.
Die in Abschnitt 4.3.2.7 angegebenen und diskutierten helicalen Parameter beﬁnden
sich in einem ähnlichen Größenbereich wie mittels TEM bestimmt.
4.3.2.5 SANS
Abbildung 4.25 zeigt die Ergebnisse der SANS-Untersuchungen von QA-Systemen in
Abhängigkeit vom Chol-Anteil. Bereits ein Anteil von 1% Chol bewirkt eine Erhö-
hung der Streuintensität bei mittleren Winkeln (0,1 - 0,3 nm−1). Wird der Anteil an
Chol weiter erhöht, setzt sich dieser Trend deutlich fort. Zusätzlich ist zu erkennen,
dass eine verstärkte Streuintensität bei kleinen Winkeln auftritt. Bei keiner der cho-
lesterolhaltigen Formulierungen ist ein Guinierverhalten zu erkennen. Wie bereits im
Abschnitt 4.3.1.3 beschrieben, ist der erneute Anstieg der Kurve ohne Chol-Zusatz
im Bereich kleiner Winkel wahrscheinlich auf ungelöste Verunreinigungen zurückzu-
führen, so dass der ﬂache Bereich der Kurve im mittleren Winkelbereich durch die
Größe der eigentlichen Mizellen hervorgerufen wird. Ab 2,5% Chol ist kein derarti-
ges Guinierverhalten mehr zu beobachten. Die Aggregate sind also zu groß, um als
Ganzes nachgewiesen werden zu können.
Bereits ab einem Anteil von 1% Chol ist ein lineares Verhalten der Kurven im Power-
Plot zu beobachten. Abbildung 4.26 zeigt die Steigung der Kurven in Abhängigkeit
vom Chol-Anteil. Die Steigung entspricht der Proportionalität der Streuintensität
zum Streuvektor, die für steife Zylinder h−1 und für ﬂexible h−1,67 beträgt. Die
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Abb. 4.26: Proportionalität der Streuintensität zum Streuvektor bei kleinen Winkeln in Abhän-
gigkeit vom Chol-Anteil (Fehlerbalken: Fehler des Fits).
Abb. 4.27: Holtzer-Plot der QA-Mizellen mit unterschiedlichem Anteil an Chol
Zugabe des Chol bewirkt also ein eindimensionales Wachstum und damit die Bildung
von wormlike micelles.
Die Steigung wird mit größer werdendem Chol-Anteil immer steiler, was für einen
größeren Anteil ﬂexibler Mizellen spricht. Dies ist im Einklang mit den TEM-
Aufnahmen, die den Schluss nahelegen, dass Chol die Flexibilität sowohl der worm-
like micelles als auch der helicalen Überstruktur erhöht (s. 4.3.2.3).
Auf das Vorliegen einer helicalen Überstruktur, wie sie in den TEM-Aufnahmen
beobachtet werden, deutet der Reﬂex bei mittleren Winkeln (0,3 - 0,7 nm−1) hin2.
Deutlicher ist der Reﬂex im Holtzer-Plot zu erkennen (Abb.: 4.27). Das Maximum ist
ab einem Chol-Anteil von 5% nachweisbar und nimmt mit steigendem Chol-Anteil
2Die Entstehung eines solchen Reﬂexes ist ausführlich in Abschnitt 4.3.1.3 für reine XQA-
Mizellen diskutiert.
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Abb. 4.28: SANS-Streukurve der QA-Mizellen mit 35% Chol (schwarz) mit zugehörigem helicalen
Fit (grau) im Holtzer-Plot.
Abb. 4.29: Simulation der Streukurve einer unendlich langen Helix (schwarz) verglichen mit der
eines Zylinders (grau). Parameter: s. Modelle rechts.
an Intensität zu. Dies spricht dafür, dass das zuvor beschriebene eindimensionale
Wachstum mit der gleichzeitigen Ausbildung einer helicalen Überstruktur erfolgt.
Die Intensität des Maximums steigt dabei automatisch mit der Länge der Mizellen
an.
Um die Parameter der Helix zu bestimmen, wurden Fits mittels eines analytischen
helicalen Modells durchgeführt [122]. Abbildung 4.28 zeigt beispielhaft das Ergebnis
eines Fits. Es ist deutlich zu erkennen, dass das Ergebnis unzureichend ist. Insbe-
sondere das Maximum des Fits ist nur sehr schwach ausgeprägt. Des Weiteren ergibt
ein Vergleich der bestimmten Parameter mit denen der TEM-Aufnahmen eine große
Diskrepanz, wobei eine mögliche Erklärung dafür in der Negativkontrastierung lie-
gen kann.
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Abb. 4.30: Links: Simulationen der PDDFs von Helices unterschiedlicher Länge: 8 nm (schwarz)
16 nm (rot) 24 nm (grün) Rechts: zugehörige Modelle Länge 8 nm (oben) und 24 nm (unten)
Ein anderer Grund für die Diskrepanzen ergibt sich aus der Polydispersität des Sys-
tems. Unterschiede im helicalen Abstand und dem Durchmesser der Helix resultieren
im Wesentlichen in einer Verbreiterung des Reﬂexes, da durch sie seine Position und
Intensität beeinﬂusst werden. Anders verhält es sich mit der Länge der Helix. Der
Einﬂuss der Länge auf die Streukurve wird in Abbildung 4.29 dargestellt. Hier wird
die Streukurve eines kurzen Zylinders mit der einer unendlich langen Helix vergli-
chen. Für kurze Helices wurde die Streukurve eines Zylinders gewählt, da Stücke,
die kürzer als der helicale Abstand sind, annäherend die Streukurve eines Zylin-
ders aufweisen (s. Abb. 4.30, oberes Modell). Für die Simulation wurde der Zylinder
vereinfacht als starr angesehen, da für den entsprechenden ﬂexiblen Zylinder kein
Modell vorlag. Diese Vereinfachung ist jedoch legitim, da sich die Flexibilität bei
einem entsprechend kurzen Stück noch nicht stark auf die Streukurve auswirkt. Ob-
wohl der Querschnitt des Zylinders für beide Simulationen der gleiche ist, ergeben
sich in der Streukurve deutliche Unterschiede (Abb. 4.29). Bei großen Winkeln ver-
läuft die Kurve der Helix wesentlich steiler als die des Zylinders. Der Grund erklärt
sich aus der PDDF einer Helix. Abbildung 4.30 zeigt Simulationen der PDDFs von
Helices mit unterschiedlicher Länge. Die Information über den Zylinderquerschnitt
nimmt mit abnehmender Länge der Helices im Verhältnis zum Rest der Kurve zu.
Dieser Eﬀekt ist besonders ausgeprägt, wenn die Länge der Helix kürzer als der
helicale Abstand ist.
Liegen also kurze Zylinder neben Helices vor, tragen beide Kollektive zur Streuung
bei. Die Zylinder erhöhen die Streuung bei großenWinkeln, während Helices eine ver-
gleichsweise kleine Intensität bei großen Winkeln aufweisen. Gleichzeitig enthält der
Bereich großer Winkel sehr viele Datenpunkte, so dass er durch das Fit-Programm
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Tab. 4.11: Ergebnisse der Zylinder Fits ± Fehler des Fits in Abhängigkeit vom Chol-Anteil [nm]
Parameter 0% Chol 1% Chol
Durchmesser des Zylinders 2,76±0,07 2,80±0,02
Länge 6,3±0,3 8,6±0,05
stark gewichtet wird, es erfolgt also ein Fit für diesen Bereich, mit der Folge, dass
das Maximum der Streukurve nicht ausreichend angepasst wird (Abb. 4.28).
Mit den vorliegenden Informationen kann eine weitere Veränderung der Streukur-
ven beurteilt werden: Mit zunehmendem Anteil an Chol wird die Kurve bei großen
Winkeln steiler. Geht man von einem eindimensionalen Wachstum durch den Chol-
Zusatz aus, verringert sich der Anteil kurzer Zylinder zugunsten langer Helices.
Daraus resultierend wird die Steigung in diesem Bereich vergrößert.
Um Aussagen über die Länge von Helices zu bekommen, können Fits mit dem Pro-
gramm LORES für Helices durchgeführt werden [130]. Mit diesem Programm kann
auch die Länge der Helix angepasst werden. LORES geht für den Fit allerdings
von steifen Helices aus. TEM zeigt jedoch, das die realen Helices ebenfalls ﬂexibel
sind (s. 4.3.2.3). Dies führt zu einer größeren Steigung der gemessenen Streukur-
ven bei kleinen Winkeln im Vergleich zu starren Helices. Damit ist ein Fit unter
Verwendung der kleinen Winkel nicht möglich. Ignoriert man kleine Winkel, ist ein
Fit möglich, aber die Information über die Länge geht verloren. Somit ermittelt
man lediglich mögliche Kombinationen aus der Länge, dem helicalen Abstand und
dem Durchmesser der Helix, die in dem entsprechenden Maximum resultieren. Die
durchgeführten Fits lassen daher keine deﬁnitiven Aussagen über die realen Helices
zu.
Bei einem Anteil von 1% Chol ist der helicale Anteil noch so gering, dass ein Fit
für homogene Zylinder möglich ist (Tab. 4.11) Durch den Chol-Zusatz sind die Mi-
zellen von 6,3 nm auf 8,6 nm angewachsen, wobei der Durchmesser des Zylinders
unverändert bleibt.
Bereits bei 2,5% Chol weicht die Streukurve so stark von der eines Zylinders ab,
dass ein Fit nicht mehr möglich ist.
Im Holtzer-Plot (Abb.: 4.27) ist weiterhin zu sehen, dass die Position des Maximums
der Streukurve mit zunehmendem Gehalt an Chol zu kleineren Winkeln verschoben
wird. Dies entspricht den Beobachtungen der TEM-Aufnahmen, die mit zunehmen-
dem Anteil an Chol eine Vergrößerung des helicalen Abstands zeigen. Aufgrund der
fehlenden Möglichkeit eines Fits lässt sich dies jedoch nicht in Zahlen ausdrücken.
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Abb. 4.31: entschmierte SAXS-Streukurven der QA-Mizellen mit unterschiedlichem Anteil an
solubilisiertem Chol
Abb. 4.32: Holtzer-Plot der SAXS-Streukurven mit unterschiedlichen Chol-Anteil
4.3.2.6 SAXS
Abbildung 4.31 zeigt die SAXS-Streukurven der oben beschriebenen Systeme. Auch
hier ist eine Zunahme der Intensität bei kleinen Winkeln durch eine Chol-Zugabe zu
erkennen. Daraus kann auf eine Vergrößerung der Mizellen durch die Solubilisation
von Chol geschlossen werden. Da kein Guinierverhalten zu erkennen ist, sind die
Assoziate zu groß sind, um als Ganzes vermessen werden zu können. Die Steigung
der Kurve im Power-Plot und damit die Proportionalität bei kleinen Winkeln ver-
hält sich analog den SANS-Messungen (Abschnitt 4.3.2.5). Es kann also auch hier
von einem eindimensionalen Wachstum ﬂexibler Mizellen ausgegangen werden. Zu
beachten ist jedoch, dass insbesondere der Bereich sehr kleiner Winkel stark von der
Abbruchbedingung der ITP beeinﬂusst wird.
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Tab. 4.12: Ergebnisse des Fits der QA-Mizellen an einen inhomogenen Zylinder bei unterschied-
lichem Chol-Anteil [nm]
.
Parameter 0% Chol 1% Chol
Durchmesser des Zylinders 3,7 3,7
Durchmesser des lipophilen Kerns 3,0 3,0
Länge 8,2 10,7
Ab einem Gehalt von 5% ist deutlich die Ausprägung eines Maximums zu erken-
nen. Dieses Maximum entsteht wahrscheinlich  wie bereits diskutiert  durch die
Bildung einer helicalen Überstruktur. Betrachtet man die Kurven im Holtzer-Plot
(Abb. 4.32), kann  analog den SANS-Messungen  tendenziell eine Verschiebung
des Maximums zu kleineren Winkeln beobachtet werden.
Analog zu den Chol freien QA-Mizellen ist bei großen Winkeln die Ausbildung einer
Oszillation zu erkennen (Abb.: 4.31). Diese Oszillation ist auf den inhomogenen Auf-
bau des Zylinderquerschnitts zurückzuführen. Aus diesem Grund kann auch kein Fit
erfolgen, da kein analytisches Modell für eine inhomogene Helix vorliegt. Ein Fit an
die zylinderförmigen, kurzen Assoziate bei niedrigem Chol-Anteil ist jedoch möglich.
Die resultierenden Ergebnisse sind in Tabelle 4.12 dargestellt. Das Anwachsen der
Zylinder durch den Zusatz von 1% Chol um 2,5 nm ist deutlich zu erkennen. Des
weiteren ist die ermittelte Länge der Zylinder mit 10,7 nm um etwa 2 nm größer als
mittels SANS bestimmt, was über den unterschiedlichen Kontrast begründet werden
kann (s. 4.3.1.4).
4.3.2.7 Chargenkonformität von QA
Quil A ist ein aufgereinigtes Naturprodukt, das dementsprechend natürlichen Schwan-
kungen in der Zusammensetzung unterliegt. Um diesen Einﬂuss zu untersuchen,
wurde ein Teil der oben beschriebenen Untersuchungen der Charge B an einer wei-
teren Charge A durchgeführt. Die vom Hersteller mitgelieferten Chromatogramme
zeigen deutliche Unterschiede in der Zusammensetzung der beiden Chargen. Diese
können jedoch nicht weiter interpretiert werden, da die zugrundeliegenden Untersu-
chungsmethoden nicht bekannt sind. Eine Analyse der genauen Zusammensetzung
könnte weitere Aufschlüsse geben, ist jedoch im Rahmen dieser Arbeit  aufgrund
der Komplexität des Gemisches  nicht erfolgt. Erschwerend kommt hinzu, dass nach
wie vor nicht alle Bestandteile von Quil A bekannt sind.
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Tab. 4.13: Helicale Parameter der beiden Chargen bei unterschiedlichem Chol-Gehalt [nm]
(4≤n≤11).
helicaler Durchmesser Durchmesser
Chol [%] Charge Abstand der Helix des Zylinders
12,5 A 13,6±1, 9 7,8±1,5 3,2±0,5
12,5 B 13,5±1,4 11,8±3,9 3,2±0,4
35,0 A 16,5±1,7 9,5±1,2 3,5±0,5
35,0 B 15,9±1,2 12,6±2,7 3,6±0,2
Tab. 4.14: Helicale Parameter nach Bestimmung mittels TEM und Cryo-TEM (12,5% Chol) [nm]
(8≤n≤11).
helicaler Durchmesser Durchmesser
Methode Charge Abstand der Helix des Zylinders
Cryo-TEM A 17,7±2,1 8,6±1,8 3,0±0,4
TEM A 13,6±1, 9 7,8±1,5 3,2±0,5
TEM B 13,5±1,4 11,8±3,9 3,2±0,4
TEM
Die Ergebnisse der TEM Untersuchungen an Charge A entsprechen denen der Char-
ge B. Erst der Zusatz von Chol macht eine Darstellung der wormlike micelles mög-
lich, die eine entsprechende helicale Überstruktur aufweisen.
Vermisst man die Helices, ergibt sich das in Tabelle 4.13 dargestellte Bild. Char-
ge A zeigt analog Charge B die Tendenz, dass mit zunehmendem Gehalt an Chol
der helicale Abstand steigt, während der Durchmesser der Helix und des Zylinders
davon unbeeinﬂusst bleiben. Während beide Chargen einen identischen helicalen Ab-
stand und Durchmesser durch den Zylinder aufweisen, ergibt sich ein Unterschied
im Durchmesser der Helix, der bei Charge A tendenziell kleiner ist. Da bei Char-
ge B der Durchmesser der Helix einer vom Cholesterolanteil unabhängigen großen
Schwankung unterliegt (Tab. 4.8: 8,1 - 12,6 nm), kann es sich hier jedoch auch um
einen statistischen Eﬀekt handeln.
Cryo-TEM
Tabelle 4.14 zeigt die helicalen Parameter in Abhängigkeit von Charge und Messme-
thode. Es fällt auf, dass der helicale Abstand bei den Cryo-TEM Messungen größer
ist als in den TEM-Aufnahmen beider Chargen. Dies spricht dafür, dass der helicale
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Abb. 4.33: SANS Streukurven der Charge A mit unterschiedlichem Anteil an Chol.
Abstand der empﬁndlichste Parameter gegenüber Änderungen der Präparation und
des Cholesterolanteils ist. Dies entspricht der Beobachtung von Rades, der festge-
stellt hat, dass durch äußere Einﬂüsse zwar oft der helicale Abstand, selten jedoch
der Durchmesser der Helix variiert [125]. Die weiteren ausgemessenen Parameter
stimmen mit denen der Negativkontrastierung überein. Es kann also davon ausge-
gangen werden, dass die Ergebnisse der Negativkontrastierung zumindest tendenziell
ausgewertet werden können.
Kleinwinkelstreuung
Betrachtet man die SANS und SAXS Streukurven von Charge B, kann man eine
Gruppierung der Streukurven in Abhängigkeit vom Chol-Anteil vornehmen (Abb.:
4.25 und 4.31). So ist eine sehr schnelle Änderung der Steigung bei Winkeln von
etwa 0,2 - 1 nm−1 bis zu einem Anteil von 5% Chol zu erkennen. Wird der Anteil
weiter erhöht, ändert sich die Streukurve bis 12,5% Chol nur geringfügig. Bei 30
und 35% hingegen ist eine wesentlich größere Steigung der Kurven  und damit eine
erhöhte Flexibilität der Mizellen  zu beobachten.
Eine derartige Gruppierung kann auch für die Kurven von Charge A festgestellt
werden. Allerdings sind hier andere Konzentrationen zu benennen (Abb.: 4.33). Die
Steigung bei kleinen Winkeln ändert sich nur leicht zwischen 5 und 30% Chol und
steigt erst bei 35% sprunghaft an. Die gleiche Beobachtung kann mittels SAXS an
Charge A gemacht werden (Daten nicht dargestellt).
Ein weiterer Unterschied wird deutlich, wenn man die SANS-Kurven der Charge A
mit niedrigen Chol-Anteilen betrachtet. Die Streuung bei kleinen Winkeln  die im
Vorfeld ungelösten Verunreinigungen zugeordnet wurde (s. Abschnitt 4.3.1.3)  ist
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Abb. 4.34: Position des Reﬂexes bei den SANS-Messungen der beiden QA-Chargen in Abhängig-
keit vom Chol-Anteil (Charge A: grau; Charge B: schwarz).
Abb. 4.35: SANS Streukurven für hohe Chol-Anteile: 35% (schwarz) und 65% (grau).
hier wesentlich stärker ausgeprägt als bei Charge B und selbst bei einem Anteil von
1% Chol noch nachweisbar.
Sämtlichen Streukurven der Charge A und B ist gemein, dass sie ein Maximum auf-
weisen, das einer helicalen Überstruktur zugeordnet werden kann. Die Position des
Maximums von Charge A weicht jedoch leicht von dem der Charge B ab. Erhal-
ten bleibt jedoch die Tendenz, dass mit zunehmendem Chol-Anteil das Maximum
zu kleineren Winkeln, also größeren Abständen, verschoben wird (Abb.: 4.34). Die
TEM-Untersuchungen zeigten tendenziell einen etwas kleineren Durchmesser der
Helix für Charge A im Vergleich zu Charge B, was die Verschiebung des Maximums
zu größeren Winkeln bei Charge A erklären könnte.
Zusätzlich wurde bei diesen Messungen ein größerer Anteil als 35% Chol untersucht
(Abb.: 4.35). Die Folge  für SANS und SAXS  ist eine Parallelverschiebung der
Streukurve im Power-Plot zu niedrigeren Streuintensitäten bei Chol-Anteilen über
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35%. Dies kann auf das Überschreiten einer maximal solubilisierbaren Menge an
Chol zurückzuführen sein. Übersteigt der Chol-Anteil diesen Wert, fällt überschüs-
siges Chol aus und wird im Zuge der Probenaufbereitung abﬁltriert. Das Konzentra-
tionsverhältnis innerhalb der Mizellen und damit auch ihre Form bleibt unverändert.
Eine Herstellung von wormlike micelles scheint demnach chargenunabhängig mög-
lich zu sein. Aufgrund der unterschiedlichen Zusammensetzung ergeben sich jedoch
geringfügige Unterschiede zwischen den einzelnen Chargen. In wieweit sich dies auf
die Herstellung von z.B. ISCOMs auswirkt, lässt sich daraus jedoch nicht ableiten.
4.3.2.8 Lagerung des QA
Quil A unterliegt bei Lagerung Instabilitäten. Im wässrigen Milieu sind dies ins-
besondere Hydrolyse der Zuckerreste und eine Isomerisierung [101]. Im gefrierge-
trockneten Zustand schreibt der Hersteller eine Lagertemperatur von -25  25 ◦C
vor und gibt ein Mindesthaltbarkeitsdatum (MHD) 5 Jahre nach Herstellung an.
Ob Instabilitäten in Abwesenheit von Wasser existieren, ist in der Literatur nicht
beschrieben.
In diesem Abschnitt wird der Einﬂuss der Lagerung  noch vor Ablauf des MHD
 auf die Solubilisation von Chol beschrieben. Das QA wurde über den gesamten
Zeitraum im Gefrierschrank bei 20 ◦C gelagert. Die Untersuchungen wurden mit QA
der Charge A und B durchgeführt (s. 4.2.1). Die Herstellungen der Systeme mit dem
gelagerten QA fanden nach folgenden Zeiträumen nach der Herstellung des Quil A
statt: 25 Monate (Charge A) bzw. 27 Monate (Charge B). Die Formulierungen mit
frischem QA wurden 17 Monate (Charge A) bzw. 8 Monate (Charge B) nach der
Quil A Herstellung hergestellt.
TEM
Wie in Abschnitt 4.3.2.7 dargestellt, erfolgte durch die Solubilisation von Cholesterol
in den QA-Mizellen der frischen Chargen ein Auswachsen der Mizellen zu wormlike
micelles. Erfolgte die Herstellung mit gelagertem QA, konnten mittels TEM keine
Assoziate nachgewiesen werden.
PCS
Abbildung 4.36 stellt die gemessenen Größen der QA-Assoziate der frischen QA-
Charge B im Vergleich zur gelagerten dar. Mit gelagertem QA ist eine Repro-
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Abb. 4.36: Größen der wormlike micelles hergestellt mit gelagertem (schwarz) und frischem
QA (grau) der Charge B (n=3).
Abb. 4.37: SAXS-Streukurven der QA-Aggregate 35% Chol in gelagertem (schwarz) bzw. fri-
schem QA (rot) und 0% Chol in frischem QA (grün) der Charge B.
duktion der PCS-Daten nicht möglich, da die hier erhaltenen Größen wesentlich
kleiner sind. Dieser Eﬀekt wird zusammen mit den SAXS-Ergebnissen im nächsten
Abschnitt ausführlicher diskutiert.
SAXS
Vergleicht man die Streukurven in Abbildung 4.37, ist eindeutig zu erkennen, dass
ein ausgeprägtes Wachstum der Mizellen  bei der Herstellung mit gelagertem QA
 durch die Solubilisation von Chol ausbleibt. Diese Beobachtung triﬀt prinzipiell
auf beide Chargen zu. Während die gelagerte Charge A gar kein Wachstum bei
einer Erhöhung des Chol-Anteils zeigt, ist bei der gelagerten Charge B nach wie
vor ein schwach ausgeprägtes Anwachsen der Mizellen zu erkennen (Abb: 4.37).
4.3. VERSUCHSERGEBNISSE UND DISKUSSION 95
Das Ausbleiben der Bildung großer Assoziate bestätigt die oben dargestellten Er-
gebnisse der PCS-Untersuchungen.
Das Phänomen trat bei Charge A sehr plötzlich auf (zwischen dem 23. und 25.
Monat nach der Herstellung des QA), so dass zunächst nach möglichen Fehlerur-
sachen in der Herstellung gesucht wurde. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde lediglich
der pH des Puﬀers mittels pH-Meter eingestellt, so dass theoretisch die Ionenstärke
zwischen den Versuchsreihen variieren konnte. Um dies als Fehlerquelle auszuschlie-
ßen, wurden Formulierungen mit 35% Chol in Puﬀern unterschiedlicher Ionenstärke
(135 mM; 140 mM; 145 mM) hergestellt. Es ergaben sich keine Unterschiede in den
Streukurven. In allen Fällen blieb ein Wachstum der Mizellen aus. Dies ist im Ein-
klang mit der Literatur. Demana et al. zeigten, dass das eingesetzte Lösungsmittel
(Wasser oder Tris-Puﬀer) einen Einﬂuss auf die pseudoternären Systeme hat, wo-
bei sie jedoch elektronenmikroskopisch keinen Einﬂuss auf das pseudobinäre System
Quil A/Cholesterol beobachteten [18]. Auch Mitra und Dungan, die den Einﬂuss von
Salzkonzentration und pH auf reine Quil A-Mizellen untersuchten, konnten zwar eine
Beeinﬂussung der CMC, nicht aber der Größe der Mizellen nachweisen [13].
Auch ein Ersatz des Cholesterols durch eine andere Chol-Charge konnte keine Aus-
bildung von wormlike micelles bewirken.
Da an der Herstellung nichts geändert wurde, ist eine weitere mögliche Ursache ein
im Verlauf der Lagerung verändertes QA. Um dies zu überprüfen, wurde Charge B
als Ersatz für Charge A beschaﬀt. Eine Reproduktion der Daten ist damit, wie in
Abschnitt 4.3.2.7 gezeigt, in Grenzen möglich.
Auch mit frisch geliefertem, beim Hersteller gelagertem Quil A der Charge B ließ
sich nur ein schwach ausgeprägtes Auswachsen der Assoziate beobachten. Das oben
beschriebene Phänomen ist also unabhängig von der Lagerung am Institut bzw.
beim Hersteller.
Zieht man die Aussage von Hu et al. mit in Betracht, dass bereits vermeintlich
geringfügige Änderungen an Saponinen eine große Aﬃnitätsänderung zu Lipidmem-
branen bewirken [87], so ist eine wahrscheinliche Ursache eine chemische Verände-
rung des QAs während der Lagerung. Die Art sowie der Grund der Veränderung
sind nicht bekannt. Derartige Probleme durch die Lagerung des QA wurden bis-
her nicht beschrieben, wobei die meisten Studien über QA sich mit pseudoternären
Mischungen beschäftigen. Zumindest ISCOMs können auch mit gelagertem QA
der gleichen Charge unverändert hergestellt werden [131]. Es ist also anzunehmen,
dass die chemische Veränderung des QA sich im Wesentlichen auf die Struktur der
pseudobinären Mischungen auswirkt.
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Abb. 4.38: Strukturformel von Cholesterol (A) und den Cholesterolderivaten: DHC (B), 5α-
Cholestan (C), Ergo (D)
Eine genauere Untersuchung der eventuellen Veränderungen erfordert eine chemische
Analyse des QAs vor und nach Lagerung. Diese konnte jedoch im Rahmen dieser
Arbeit nicht durchgeführt werden.
4.3.3 Solubilisation von Cholesterolderivaten
Wie in den vorangegangenen Abschnitten gezeigt, interagiert Quil A mit Cholesterol.
Um nähere Informationen über die essentiellen Strukturen für das Auswachsen der
wormlike micelles zu erhalten, wurden Systeme mit einem Anteil von 35% eines
Cholesterolderivates mit QA mittels Filmmethode hergestellt. Die eingesetzte QA-
Charge entsprach der beim Hersteller gelagerten Charge B, deren Assoziate beim
Zusatz von Chol zwar ein Wachstum zeigten, das jedoch nicht sehr stark ausgeprägt
war (s. 4.3.2.8).
Die Strukturformeln der eingesetzten Derivate sind in Abbildung 4.38 dargestellt.
Dihydrocholesterol (DHC) entspricht vom Aufbau Chol mit Ausnahme der hydrier-
ten Doppelbindung im Ringsystem. Dieses hat eine Auswirkung auf die Konfor-
mation des Ringsystems. Während durch die Doppelbindung das Ringgerüst von
Chol einen leichten Knick aufweist, besteht das hydrierte DHC aus einem ebenen
Ringsystem.
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Abb. 4.39: TEM-Aufnahme von QA-Mizellen mit 35% DHC (Balken: 100 nm).
Tab. 4.15: Helicale Parameter [nm] bestimmt mittels TEM von QA-Mizellen mit 35% DHC bzw.
Chol (DHC: n=11; Chol: n=4).
helicaler Durchmesser Durchmesser
Derivat Abstand der Helix des Zylinders
DHC 14,8±2,8 11,1±1,8 4,2±0,7
Chol 15,9±1,2 12,6±2,7 3,6±0,2
5α-Cholestan weist ebenfalls ein hydriertes und damit ebenes Ringsystem auf. Zu-
sätzlich fehlt die Hydroxylgruppe, so dass es sich hier nicht mehr um ein amphiphiles
Molekül handelt.
Ergosterol (Ergo) weist eine zweite Doppelbindung im Ringsystem auf. Die Fol-
ge ist ein deutlicher Knick im Ringsystem. Zusätzlich beﬁndet sich im lipophilen
Triterpenrest eine weitere Doppelbindung. Diese hat zur Folge, dass der Alkanrest
verhältnismäßig voluminös wird.
4.3.3.1 TEM
Weder die Solubilisation von 5α-Cholestan noch von Ergo resultieren in der Bildung
nachweisbarer Aggregate. Lediglich mit DHC werden wormlike micelles ausgebildet.
Analog zu Chol weisen sie eine helicale Überstruktur mit einer großen Flexibilität
auf (Abb.: 4.39). Tabelle 4.15 zeigt die daraus ermittelten helicalen Parameter. Mit
Ausnahme des Durchmessers des Zylinders, der etwas größer zu sein scheint, ergeben
sich keine Unterschiede.
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Abb. 4.40: entschmierte SAXS Streukurven der Formulierungen mit 35% Cholesterolderivat
(Schwarz: Chol; Rot: DHC; Blau: 5α-Cholestan; Grün: Ergo) und 65% QA.
4.3.3.2 SAXS
Abbildung 4.40 zeigt die erhaltenen Streukurven der unterschiedlichen Systeme nach
der Entschmierung. Diese werden im Folgenden diskutiert.
DHC
DHC, das sich lediglich durch die fehlende Doppelbindung im Ringgerüst vom Cho-
lesterol unterscheidet, bewirkt ein wesentlich ausgeprägteres Wachstum der Asso-
ziate als Chol. Das Vorliegen eines ebenen Ringgerüstes scheint demnach für ein
Auswachsen der Mizellen von Vorteil zu sein.
Eine naheliegende Interpretation ist eine verbesserte hydrophobe Wechselwirkung
der Ringsysteme. Eine weitere Erklärung könnte jedoch auch eine verbesserte hy-
drophile Wechselwirkung der Hydroxylgruppe sein. Dies könnte der Fall sein, wenn
die OH-Gruppe durch die geringfügig veränderte Konformation des Moleküls sterisch
besser in der Lage ist, Wasserstoﬀbrücken zum Quil A auszubilden.
Auch die mit DHC gebildeten Assoziate weisen eine zusätzliche Überstruktur auf.
Die Position des zusätzlichen Reﬂexes entspricht der Position bei Solubilisation von
Cholesterol in QA. Dies ist im Einklang mit den TEM-Aufnahmen, die keinen Un-
terschied der helicalen Parameter zeigen.
5α-Cholestan
Hier ist kein Anwachsen der Mizellen zu erkennen, sie sind wesentlich kleiner als mit
Chol und DHC. Da auch hier das gleiche ebene Ringsystem wie bei DHC vorliegt,
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kann dies nicht alleine für das mit DHC beobachtete starke Anwachsen der Mizellen
verantwortlich sein.
Der Hydroxylgruppe kommt also wahrscheinlich eine bedeutende Funktion in der
Stabilisierung der großen Assoziate zu. Frühere  auf rein elektronenmikroskopi-
schen Bildern beruhende  Modelle der Interaktion zwischen Quil A und Chol sind
im Wesentlichen von hydrophoben Wechselwirkungen ausgegangen [17]. Es zeigt
sich hier jedoch, dass zumindest für die Ausbildung der wormlike micelles die hy-
drophile Hydroxygruppe eine wesentliche Rolle spielt. Mögliche Interaktionspartner
für die Ausbildung von Wasserstoﬀbrücken sind aufgrund der Hydroxygruppen der
Zuckerreste sowie der Säure- und der Aldehydfunktion der Quillajasäure ausreichend
vorhanden.
Ergosterol
Auch eine Solubilisation von Ergosterol führt nicht zur Bildung großer wormlike
micelles. Für diese Beobachtung gibt es wahrscheinlich zwei Gründe:
• das stark geknickte Ringgerüst behindert die gute hydrophobe Wechselwirkung
der Ringgerüste
• der durch die Doppelbindung voluminöse Triterpenrest behindert sterisch die
Anlagerung weiterer Moleküle.
4.3.4 Solubilisation von Cholesterol durch Dialyse
In den meisten Fällen werden ISCOMs über eine Dialyse hergestellt. Die Herstel-
lung über die Solubilisation eines Phospholipid / Cholesterolﬁlms in einer mizellaren
Quil A-Lösung, wie sie in den vorangegangenen Abschnitten durchgeführt wurde,
hat sich bisher nicht durchsetzen können.
Bei der Dialysemethode wird Cholesterol in Phospholipid, Quil A und einem hy-
drophilen Emulgator (hier Mega-10) solubilisiert. Im Anschluss wird der hydrophile
Emulgator durch Dialyse entfernt [102]. Wahrscheinlich sind Rückstände des zusätz-
lichen Emulgators in der resultierenden Formulierung verantwortlich dafür, dass die
pseudobinären Mischungen weitere Strukturen ausbilden können, wie sie sowohl von
Demana et al. als auch von Myschik et al. beobachtet wurden. Demana et al. beob-
achteten die Bildung von ringlike micelles bei einem Chol-Anteil von 20%, die sich
bei einer Erhöhung des Anteils an Chol (80%) zu Lamellen zusammenlagerten [102].
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Abb. 4.41: PDDF einer mizellaren Mega-10-Lösung (100 mg/ml) in TRIS-Puﬀer (140mM, pH7,4)
Links: Kugelsymmetrie; Rechts: Zylindersymmetrie
Im Unterschied dazu konnten Myschik et al. das Vorliegen von Doppelhelices neben
ringlike micelles beobachten (Chol-Anteil = 20%). Die Erhöhung des Cholesterol-
anteils bewirkte auch hier die Zusammenlagerung der ringlike micelles zu Lamellen
(33%) [132]. In beiden Fällen wurde  im Gegensatz zu den hier untersuchten Proben
 Octylglucosid als hydrophiler Emulgator eingesetzt.
4.3.4.1 SAXS
Mega-10
Um den Einﬂuss des Emulgators Mega-10 auf die Formulierung besser beurteilen zu
können, wurde zunächst der Emulgator alleine untersucht. Die aus den Streukurven
erhaltene PDDF bei Auswertung gemäß Kugelsymmetrie ist typisch für inhomogene
zylinderförmige Aggregate [19]. Die Mizellen sind länger als mit der Kratky-Kamera
bestimmt werden kann (Abb. 4.41).
Die Oszillation zu Beginn der Kurve stammt vom inhomogenen Querschnitt. Berech-
net man die PDDF des Zylinderquerschnitts, erkennt man die typische Oszillation
für inhomogene Querschnitte (hohe  niedrige  hohe Elektronendichte bzw. ho-
he  niedrige  hohe Wahrscheinlichkeit im Abstand r zwei Elektronen zu ﬁnden).
Dabei gibt der dritte Nulldurchgang den Durchmesser der Mizelle an. Dieser liegt
hier bei 4,2 nm. Bei der Auswertung gemäß Zylindersymmetrie geht das Modell von
unendlich langen Stäbchen aus, was in der Realität nicht der Fall ist. Aus dieser
Vereinfachung ergibt sich die hohe Wahrscheinlichkeit bei r = 0 als Artefakt [19].
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit denen von Littrell et al., die mittels SANS-
Untersuchungen zylinderförmige Assoziate fanden. Für eine Lösung von 10 mg/ml
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Abb. 4.42: entschmierte Streukurven (links) und PDDF nach Kugelsymmetrie (rechts) von 2.5%
Chol (Schwarz) und 5% Chol (Rot) solubilisiert in Quil A-Mizellen über Dialyse mit Mega-10.
Tab. 4.16: Steigung der entschmierten Streukurven im Power-Plot.
Chol-Anteil [%] 2,5 5 10 20
Steigung -1,75 -2,13 -1,95 -1,96
weisen sie einen Durchmesser von 2,69 nm und eine Länge von 85,3 nm nach [133].
Der Durchmesser ist wesentlich kleiner als hier bestimmt. Dies kann analog den
wormlike micelles durch den unterschiedlichen Kontrast, der der Streuung zugrunde
liegt, begründet werden (s. Abschnitt 4.3.2.6). Des Weiteren ist die Konzentration
bei Littrel et al. wesentlich geringer als in der vorliegenden Arbeit
Quil A / Chol
Abbildung 4.42 zeigt die entschmierten Streukurven der pseudobinären Systeme
Chol / QA, die mittels Dialyse mit Mega-10 als hydrophilem Emulgator hergestellt
wurden. Ein Guinierverhalten ist nicht zu erkennen. Die Partikel sind also zu groß,
um als Ganzes aufgelöst zu werden. Daher kann geschlossen werden, dass ringlike
micelles zumindest nicht als alleinige Struktur in der Formulierung vorliegen, denn
aufgrund der verhältnismäßig kleinen Größe hätten ringlike micelles als Ganzes auf-
gelöst werden müssen. Für eine weitere Interpretation kann die Steigung bei den
kleinsten Winkeln im Power-Plot herangezogen werden (Tab. 4.16). Wie bereits er-
wähnt, spricht eine Proportionalität von h−1,67 für das Vorliegen ﬂexibler wormlike
micelles. Eine Proportionalität von h−2 hingegen entsteht durch das Vorliegen pla-
narer Systeme [134]. Ringlike micelles, die sich zu einer Lamelle zusammengelagert
haben, weisen entsprechende planare Strukturen auf. Das System scheint sich al-
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Abb. 4.43: TEM-Aufnahmen zusammengelagerter Ringe (QA : Chol: 1:4; Gesamtkonzentration
= 6,7 mg/ml [102].
so bei Erhöhung des Chol-Anteils von zylinderartigen  also wormlike micelles bei
2,5% Chol  zu lamellaren Strukturen (ab 5% Chol) zu verändern (Tab. 4.16).
Auch die hier vermessenen Streukurven weisen einen zusätzlichen Reﬂex bei ca.
0,4 nm−1 auf. Bei 2,5% Chol-Anteil ist dieser vermutlich auf das Vorliegen einer
helicalen Überstruktur der wormlike micelles zu erklären. Wobei auch evtl. neben
den Würmern vorliegende ringlike micelles die Bildung eines entsprechenden Reﬂe-
xes bewirken. Steigt der Chol-Anteil, könnte es, wie in der Literatur beschrieben,
zur Zusammenlagerung der Ringe kommen (Abb. 4.43). In diesem Fall entsteht der
Reﬂex durch die periodische Struktur innerhalb der Lamelle. Es ist auﬀällig, dass
die Position des Reﬂexes unabhängig vom Chol-Anteil ist. Entsprechend verhält es
sich mit der Position des daraus resultierenden Maximums in der PDDF, das bei
etwa 16 nm zu ﬁnden ist.
Eine weitere Abweichung der Systeme nach Dialyse ist in der resultierenden PDDF
zu erkennen. Hier steigt die linke Flanke des ersten Maximums nicht gleichmäßig
an. Dies ist auf eine inhomogene Elektronendichte im Zylinderquerschnitt bzw. bei
lamellaren Strukturen entlang der Linie senkrecht durch die Lamelle zurückzufüh-
ren. Der Elektronendichteunterschied zwischen hydrophiler Hülle und lipophilem
Kern ist hier wesentlich stärker ausgeprägt als in den wormlike micelles, die nach
der Filmmethode hergestellt wurden. Eine exakte Auswertung der PDDF des Zy-
linderquerschnitts / der Linie senkrecht durch die Lamelle, ist jedoch aufgrund der
Überlagerung der Informationen nicht möglich.
Der stärkere Elektronendichteunterschied zwischen Hülle und Kern des Zylinders ist
ein weiteres Indiz für Rückstände von Mega-10 in den Mizellen. Wie an den PDDF
der reinen Mega-10 Mizellen zu erkennen ist, weisen diese einen großen Elektro-
nendichteunterschied auf (Abb.: 4.41). In den pseudobinären Systemen könnte die
Inhomogenität durch Rückstände von Mega-10 erhöht werden (Abb.: 4.42). Zusätz-
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lich ändern die Rückstände des zusätzlichen Emulgators die Struktur der wormlike
micelles in komplexere Systeme.
Eine weitere Erklärung für die ausgeprägte Inhomogenität der Zylinderquerschnitte
könnte eine geringere Polydispersität der Systeme darstellen. Liegen ringlike micel-
les anstelle von wormlike micelles vor, so weisen sie eine wesentlich besser deﬁnierte
Größe auf, da es keine unterschiedlich langen Assoziate gibt. Wie in Abschnitt 4.3.2.5
diskutiert, führt jedoch eine solche Polydispersität bei helicalen Systemen zu Ver-
änderungen der Streukurve im Bereich des Zylinderquerschnitts und könnte damit
für eine Verschmierung der Information über den inhomogenen Querschnitt führen.
Da zu wenig Material für die zusätzliche Aufnahme von TEM-Bildern vorlag, können
diese Beobachtungen jedoch lediglich als Indiz gewertet werden. Die Beobachtungen
entsprechen in etwa den Literaturdaten an einem ähnlichen System. Es ergeben sich
jedoch Abweichungen in Bezug auf die Konzentrationsverhältnisse. Bei Verwendung
von Octylglucosid konnte in keinem Fall bei einem Chol-Anteil von 20% elektronen-
mikroskopisch die Bildung von zusammengelagerten ringlike micelles nachgewiesen
werden. Diese wurden erst bei höheren Chol-Anteilen gebildet [102, 132].
4.3.5 Liposomen und Quil A
ISCOMs werden  bei Herstellung mittels Filmmethode  erst in einer pseudoter-
nären Mischung von Quil A, Phospholipid und Cholesterol gebildet [18]. Die hete-
rogenen Mischungen sind für Messmethoden wie die Röntgenstreuung nur schwer
auswertbar. Aus diesem Grund wurde hier lediglich der Einﬂuss eines QA-Zusatzes
auf Liposomen mit unterschiedlichem Gehalt an Cholesterol beurteilt. Dazu wurden
zunächst Liposomen mit unterschiedlichem Verhältnis Cholesterol zu P100 nach der
Filmmethode hergestellt. Erst nach erfolgter Rehydratisierung der Liposomen wur-
de QA zugesetzt, um den Einbau des QA in den Bilayer über die Zeit beobachten
zu können.
4.3.5.1 PCS
Die Chol-freien Liposomen weisen nach der Beschallung und vor der Zugabe von
QA einen zAverage von etwa 100 nm auf. Eine Zugabe von QA bewirkt eine rasche
Agglomeration der Partikel. Die Agglomeration erfolgt umso schneller, je mehr QA
im Verhältnis zum Lecithin vorhanden ist (Abb: 4.44). Ab einem QA-Anteil von
50% wurde während der Bestimmung die Bildung eines Sediments beobachtet.
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Abb. 4.44: zAverage der Chol freien Liposomen nach QA Zugabe unterschiedlicher Anteile QA in
Abhängigkeit von der Zeit (resultierender QA-Anteil: 25% (schwarz); 50% (grau)  Gesamtkon-
zentration: 50 mg/ml) (n=3).
Abb. 4.45: gestapelte Strukturen mit 65% Quil A, 35% P100 und 0% Chol (Gesamtkonzentration:
6,7 mg/ml).
Ein Anteil von 60% QA bewirkt eine so schnelle Agglomeration, dass eine zeitab-
hängige Messung der Partikelgrößenänderung nicht mehr möglich ist.
4.3.5.2 TEM
Das in Abbildung 4.45 dargestellte System weist gestapelte Strukturen auf. Dies ist
sowohl typisch für Cholesterol / Lecithin-Systeme als auch reine Lecithin-Systeme,
die zusätzlich QA enthalten (Abb.: 4.1) [18]. Auﬀällig ist die Agglomeration der
geschichteten Strukturen, wobei diese eine lediglich geringe Anzahl an Lamellen
aufweisen. Vergleicht man dies mit den TEM-Aufnahmen von Demana et al., so ist
bei ihnen keine derartige Agglomeration zu erkennen [18].
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Abb. 4.46: PDDF der Liposomen aus P100 mit 0% Chol (schwarz), 1% Chol (rot) und 10%
Chol (grün). Auswertung gemäß Kugelsymmetrie (links) und Blättchensymmetrie (rechts). (Ge-
samtkonzentration: 50 mg/ml)
Tab. 4.17: Dicke der Bilayer vor bzw. nach QA-Zugabe [nm].
Chol-Anteil vorher nachher
0 4,0 4,5
1 4,2 nicht vermessen
10 4,2 4,7
4.3.5.3 SAXS
Zunächst wurden die Streukurven der reinen Liposomen vor QA-Zusatz untersucht.
Die erhaltenen PDDF nach Auswertung gemäß Kugelsymmetrie sind typisch für
Liposomen (Abb.: 4.46). Die Oszillation bei kleinen Abständen r stammt von der
inhomogenen Liposomenhülle (hohe  niedrige  hohe Elektronendichte bzw. hy-
drophil  lipophil  hydrophil), der folgende starke Anstieg der PDDF ist ebenfalls
typisch für Liposomen [19].
Betrachtet man die PDDF, die bei Auswertung gemäß Blättchensymmetrie erhalten
wurde und die die Wahrscheinlichkeit angibt, Elektronen im Abstand r auf einer Li-
nie senkrecht durch den Bilayer zu ﬁnden, wird der oben beschriebene inhomogene
Aufbau deutlich. Aus dem dritten Nulldurchgang kann die Dicke des Bilayers abge-
lesen werden. Bereits ein Anteil von 1% Cholesterol bewirkt eine leichte Zunahme
der Bilayerdicke von 4,0 nm auf 4,2 nm. Eine weitere Erhöhung des Anteils auf 10%
bewirkt keine Änderung (Tab.: 4.17).
Wird QA zugesetzt, kommt es im System ohne und mit 10% Chol sofort zu einer
weiteren Zunahme der Bilayerdicke um ca. 0,5 nm auf 4,5 bzw. 4,7 nm. Die Dicke des
Bilayers ändert sich nicht mehr über die Zeit (30 h). Diese Beobachtung bestätigt
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isokalorimetrische Messungen, die einen raschen Einbau des QA in die Liposomen
nahelegen [131].
Die Anzahl der gebildeten Lamellen reicht nicht für die Ausbildung eines Bragg-
Reﬂexes. Dies entspricht den TEM-Aufnahmen, die eine geringe Anzahl an Lamel-
len nahelegen. Gleichzeitig ist makroskopisch eine Agglomeration der Partikel zu
erkennen, da es zur Bildung eines Sediments in der Kapillare kommt. Dies macht
die zeitabhängigen Messungen nach einiger Zeit unmöglich.
4.3.6 Pseudoternäre Mischungen und ISCOM-Matrices
Pseudoternäre Mischungen wurden ebenfalls mittels SAXS und SANS untersucht.
Da in den pseudoternären Mischungen die unterschiedlichen mizellaren Assoziate in
Form von ISCOM-Matrices, ringlike micelles, wormlike micelles mit helicaler Über-
struktur und gestapelten Strukturen coexistieren, waren die resultierenden Systeme
zu heterodispers, um ausgewertet werden zu können.
Theoretisch denkbar ist eine Aufreinigung mittels Zentrifugation im Dichtegradi-
enten, die zur Isolierung der ISCOMs angewendet wird [132]. Dies wurde jedoch
im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt, da ein Problem, das diese Methode
in Bezug auf Streuexperimente mit sich bringt, eine Änderung des Kontrastes des
Lösungsmittels ist. Grund für die Änderung des Kontrastes ist die nach der Verdün-
nung im Lösungsmittel enthaltene Restkonzentration an Zucker, der die Elektronen-
dichte stark beeinﬂusst. Ohne die Kenntnis einer exakten Zuckerkonzentration kann
dementsprechend keine exakte Lösungsmittelstreukurve aufgenommen werden.
Um diese Bestimmungen durchführen zu können, müsste zunächst eine Methode
zur Bestimmung des Zuckergehaltes neben den Zuckern des Quil A und den wei-
teren Bestandteilen etabliert werden, was jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht
durchgeführt wurde.
Die oben dargestellte Problematik bezüglich der nicht exakt bekannten Zuckerkon-
zentration spielt in Bezug auf SANS-Untersuchungen lediglich eine untergeordnete
Rolle, da hier nicht der Elektronendichteunterschied sondern der Kontrast zwischen
Wasserstoﬀ- und Deuteriumatomen relevant ist. Dieser wird durch Zucker nicht so
stark beeinﬂusst. Derartige Untersuchungen waren jedoch aus Zeitgründen nicht
möglich.
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4.4 Abschlussdiskussion
Ursprüngliches Ziel dieses Teils der Arbeit sollte ein Einblick in den Aufbau von
ISCOM-Matrices sein. Da der Aufbau dieser Systeme sehr komplex ist  da sie zu-
sätzliche Strukturen wie ringlike micelles, wormlike micelles und gestapelte Struk-
turen enthalten [18]  erwies sich die direkte Untersuchung der ISCOM-Matrices als
nicht realisierbar. Aus diesem Grund wurden im Wesentlichen die Interaktionen von
Quil A mit den weiteren an der Bildung der ISCOMs beteiligten Stoﬀen (Cholesterol
und Lecithin) getrennt voneinander untersucht.
Quil A ist ein aufgereinigtes Naturstoﬀgemisch. Aus diesem Grund wurde zusätzlich
der Einﬂuss von Verunreinigungen durch den Einsatz unterschiedlich stark aufge-
reinigter Extrakte (QA und XQA) untersucht. Weitere Ergebnisse beziehen sich auf
die Lagerstabilität.
4.4.1 Interaktion von Quil A mit Cholesterol
Die pseudobinären Systeme Quil A und Cholesterol in TRIS-Puﬀer bilden worm-
like micelles. Sie erfahren mit zunehmendem Anteil an Chol ein eindimensionales
Wachstum. Der Aufbau der Würmer besteht dabei laut Kersten et al. aus überein-
ander gestapelten Quil A- und Cholesterolringgerüsten, die im Wesentlichen durch
hydrophobe Wechselwirkungen zusammengehalten werden [17].
TEM-Aufnahmen legen die Bildung einer helicalen Überstruktur dieser Systeme na-
he. Eine solche Überstruktur wird häuﬁg für die pseudoternären Systeme [18, 102],
nicht aber für die pseudobinären Systeme ohne Phospholipid beschrieben. Dennoch
lassen die entsprechenden TEM-Aufnahmen ebenfalls eine derartige Überstruktur
erkennen. Sie ist jedoch in Abwesenheit von Phospholipid weniger deutlich ausge-
prägt [18].
Auf die Existenz einer Überstruktur weisen auch die SANS und SAXS Untersu-
chungen hin, da die typischen Streukurven eines Zylinders einen zusätzlichen Reﬂex
aufweisen. Gründe für die Ausbildung eines Reﬂexes sind periodische Strukturen, die
jedoch nicht unbedingt helicaler Natur sein müssen. Periodische Strukturen können
ebenfalls in folgenden Überstrukturen zylindrischer Aggregate vorliegen:
Inhomogenitäten entlang der Achse: durch unterschiedlich voluminöse Zucker-
reste an beiden Seiten des Quil A kann die Dicke des Zylinders entlang der
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Abb. 4.47: Modellvorschlag für den Aufbau der Helix. Links: Lage des QA bei Verkippung durch
die sterische Behinderung der Methylgruppen. Rechts: Lage des QA bei einer Verkippung durch
die sterische Behinderung der Zuckerreste.
Achse periodisch variieren. Diese Periodizitäten können zur Bildung eines Re-
ﬂexes führen. Da hierfür jedoch regelmäßig mehrere Moleküle ähnlicher Größe
hintereinander gestapelt werden müssten, ist dieser Aufbau unwahrscheinlich.
Verdrilltes Band: Die Grundﬂäche der Quil A-Moleküle ist elliptisch. Lagert sich
das nächste Molekül um einen bestimmten Winkel verdreht an, kommt es
zu einer Rotation des Moleküls um die Zylinderachse und damit zu einem
verdrillten Band. Die von einer derartigen Struktur gebildete PDDF weist
jedoch kein derart ausgeprägtes Maximum auf.
Das Vorliegen einer helicalen Überstruktur ist also am wahrscheinlichsten und ist
im Einklang mit den SANS und SAXS-Messungen.
Fit-Versuche an die SANS-Streukurven der QA-Mizellen mit Cholesterol mittels
eines helicalen analytischen Modells waren jedoch nicht möglich. Der Grund liegt
wahrscheinlich darin, dass das Modell als Vereinfachung vom Vorliegen unendlich
langer Helices ausgeht. Ein Fit ist lediglich an die reinen XQA-Mizellen möglich, die
laut PCS sehr große Assoziate darstellen.
Für Cholesterol oder Quillaja-Saponin sind in der Literatur bereits in einem ande-
ren Zusammenhang helicale Strukturen beschrieben. So entstehen bei der Selbst-
aggregation von Cholesterol aus gesättigten Gallensalzlösungen in Gegenwart von
Phospholipiden als Zwischenstufe helicale Bänder. Ihre Größe liegt jedoch im Mi-
krometerbereich [126, 127]. Auch Quillaja-Saponin zeigt mit Gallensalz die Bildung
helicaler wormlike micelles [104].
4.4.1.1 Modellvorschläge für die Bildung der Helix
Es stellt sich die Frage eines Modells für die Ursache des helicalen Aufbaus. Geht man
von den oben beschriebenen Mizellen  die aus aufeinandergestapelten Quil A- und
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Cholesterolmolekülen bestehen  aus, so kann eine Helix nur durch eine Verkippung
der Ringgerüste in der xy-Ebene um einen deﬁnierten Winkel entstehen. Damit diese
Verkippung nicht zum Ringschluss führt, muss zusätzlich in z-Richtung ein Versatz
der Moleküle erfolgen (Abb. 4.47). Im Folgenden werden zwei Möglichkeiten für das
Entstehen einer Verkippung diskutiert:
• Molecular Modelling zeigt, dass die Anlagerung von Cholesterol an QS-21 nicht
planar erfolgt. Aufgrund der senkrecht zum Ringgerüst stehenden Methylgrup-
pen ergibt sich ein Verkippungswinkel von etwa 35 ◦ zwischen den beiden Mo-
lekülen (Abb.: 4.47 links).
• Eine weitere Möglichkeit ergibt sich aus den unterschiedlich großen Zuckerres-
ten, die sterisch einen Neigungswinkel zwischen den Ringgerüsten erzwingen
können (Abb.: 4.47 rechts).
Die TEM-Aufnahmen dieser Arbeit zeigen im Einklang mit Beobachtungen von
Rades [125], dass der Durchmesser der Helix relativ wenig von äußeren Einﬂüssen
verändert wird. Dies könnte als Indiz für das erste Modell (Abb.: 4.47 links) ge-
wertet werden. Da hier die Verkippung der Ringgerüste durch die unterschiedlichen
Reste  zum Beispiel bei QA und XQA  praktisch nicht beeinﬂusst werden dürfte.
Änderungen der Reste müssten jedoch einen Einﬂuss auf das zweite Modell (Abb.:
4.47 rechts) haben.
Der helicale Abstand ergibt sich, indem die Moleküle in z-Richtung um eine deﬁnierte
Strecke versetzt an das vorherige Molekül angelagert werden. Die Zusammenlage-
rung von Chol und QS-21 mittels Molecular Modelling zeigt einen solchen Versatz
der Ringe gegeneinander. Dieser könnte im Zusammenspiel mit der Verkippung der
Moleküle zur Bildung einer helicalen Struktur führen.
TEM-Aufnahmen legen die Bildung von zwei Kollektiven mit unterschiedlich großem
helicalen Abstand nahe. Eine mögliche Erklärung könnte in hydrophilen Wechsel-
wirkungen liegen. Liegen die Zuckerketten in z-Richtung wie in Abb. 4.47 (links),
können sie Wasserstoﬀbrückenbindungen untereinander ausbilden. Damit könnten
sie für einen geringeren helicalen Abstand sorgen, in dem sie die Ketten zusammen-
halten (Abb.: 4.48 links). Steigt der Chol-Anteil, beﬁnden sich weniger Zuckerketten
in der Mizelle, wodurch weniger hydrophile Wechselwirkungen für einen Zusammen-
halt zwischen den Ringen vorhanden sind, was zum Auseinanderspringen der Helix
führen könnte (Abb.: 4.48 rechts).
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Abb. 4.48:Modell für den Zusammenhalt der Helix-Segmente durch hydrophile Wechselwirkungen
(hoher QA-Anteil: links, niedriger QA-Anteil: rechts).
4.4.1.2 Interaktion von Quil A mit Cholesterolderivaten
SAXS und TEM zeigen, dass strukturelle Veränderungen am Cholesterolmolekül zu
einer Änderung der wormlike micelles führen. Die Hydrierung der Doppelbindung
des Cholesterol führt zu einer verstärkten Längenzunahme der Zylinder (DHC). Ein
ebenes Ringgerüst scheint also im Gegensatz zum leicht geknickten Ringgerüst des
Cholesterols für die Bildung der wormlike micelles von Vorteil zu sein.
Wird jedoch zusätzlich die Hydroxylgruppe entfernt, resultieren lediglich kurze As-
soziate (5α-Cholestan). Dies legt nahe, dass die Hydroxygruppe für die Bildung der
wormlike micelles  wahrscheinlich durch die Ausbildung einer Wasserstoﬀbrücken-
bindung  essentiell ist. Eine Interaktion in Form einer Wasserstoﬀbrückenbindung
zur Fucose wird auch durch Molecular Modelling bestätigt.
Ergosterol weist  aufgrund zusätzlicher Doppelbindungen  ein stärker geknick-
tes Ringgerüst sowie einen voluminöseren lipophilen Rest als Cholesterol auf. Dies
führt ebenfalls zur Bildung kurzer Assoziate. Mögliche Ursachen sind: eine vermin-
derte hydrophobe Wechselwirkung auf Grund des stärker geknickten Ringgerüstes
und/oder eine sterische Behinderung der Zusammenlagerung durch den voluminöse-
ren lipophilen Rest.
4.4.1.3 Einﬂuss von Verunreinigungen
XQA ist ein stärker aufgereinigtes Quil A als QA. Vergleicht man für die unter-
schiedlich gereinigten Saponintypen die Streukurven mittels SANS und SAXS der
Chol-freien Mizellen sowie die mittels PCS bestimmten Partikelgrößen, so ist zu er-
kennen, dass XQA die größeren Assoziate bildet. Geht man erneut davon aus, dass
sich Quil A und Cholesterol mit den Ringgerüsten übereinander stapeln, so müssen
die lipophilen Ringgerüste an den Seiten der Stapel mit Wasser in Kontakt treten.
In der Formulierung enthaltene amphiphile und lipophile Verunreinigungen können
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sich dementsprechend dort anlagern. Eine weitere Anlagerung eines Ringgerüstes ist
damit nicht mehr so gut möglich. Die Kette bricht ab (Abb.: 4.14).
Diese Eigenschaft könnte eventuell auch das Ausbleiben des Auswachsens lang ge-
streckter wormlike micelles nach Lagerung des Quil A erklären. Verunreinigungen,
die während der Lagerung entstanden sein könnten, können sich an die Enden der
Aggregate anlagern und so eine weitere Längenzunahme der Zylinder verhindern.
Zusätzlich kommt dazu, dass aufgrund der Veränderung die amphiphilen Eigen-
schaften des QA herabgesetzt sein können und damit die Fähigkeit Cholesterol zu
solubilisieren.
Im Gegensatz dazu bewirkt eine wahrscheinlich in die Mizellen inkorporierte Verun-
reinigung durch den hydrophilen Emulgator Mega-10 eine wesentlich stärkere Aus-
bildung einer Überstruktur. Für ein entsprechendes System mit einem anderen hy-
drophilen Emulgator (Octylglucosid) wurde die Bildung von ringlike micelles neben
wormlike micelles und Doppelhelices beschrieben [102, 132]. Aufgrund der Literatur
sowie den SAXS-Untersuchungen wird vermutet, dass sich hier zunächst eine helicale
Struktur ausbildet. Aus dieser könnten bei höheren Chol-Anteilen ringlike micelles
entstehen, die sich zu Lamellen zusammenlagern.
4.4.2 Interaktion von Quil A mit Liposomen
Ein Zusatz von Quil A zu Liposomen führt zur Ausbildung gestapelter Strukturen
[18]. TEM-Aufnahmen bestätigen diese Beobachtung. Die Aufnahmen legen eine Ag-
glomeration der Partikel nahe, wobei die Agglomerate aus lamellaren Strukturen mit
einer geringen Anzahl an Schichten bestehen. Die Agglomeration der Partikel kann
ebenfalls makroskopisch und mittels PCS nachgewiesen werden. SAXS bestätigt das
Vorliegen von Blättchen, wobei keine Ausbildung eines Reﬂexes beobachtet werden
kann, wie es für multilamellare Liposomen der Fall ist [135]. Ein Begründung für
dieses Phänomen liefert die geringe Anzahl lamellarer Schichten in den gestapelten
Strukturen. Diese reichen anscheinend nicht für die Ausbildung eines Bragg-Reﬂexes.
Sowohl SAXS als auch PCS zeigen, dass die Veränderung der Liposomen rasch nach
Zugabe des Quil A erfolgt.
Der mittels SAXS ermittelte Anstieg der Bilayerdicke kann nur durch den Einbau
des QA in einen Monolayer erklärt werden. Würde es aufgrund der bolaamphiphilen
Struktur in den gesamten Bilayer inkorporiert werden, käme es durch die kürzere
Länge der Quil A-Moleküle zu einer Einschnürung des Bilayers an dieser Stelle. Als
Folge würde ein dünnerer Bilayer bestimmt werden (Abb. 4.49).
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Abb. 4.49: Denkbare Einlagerung von QA in den Bilayer. Links: Einbau in einen Monolayer;
Rechts: Einbau in beide Layer.
Eine nähere Betrachtung der geschichteten Strukturen im TEM zeigt, dass diese
lediglich einen geringen Krümmungsradius aufweisen. Dies liefert einen Erklärungs-
ansatz für die Zerstörung der liposomalen Struktur durch QA. Der Einbau des QA
bewirkt die Bildung eines Bilayers mit einem geringeren Krümmungsradius, so dass
die bereits vorliegenden Liposomen zerrissen werden. Die entstehenden Bilayer-
fragmente lagern sich anschließend zu den beobachteten Agglomeraten zusammen.
Die treibende Kraft der Agglomeration ist nicht bekannt.
4.4.3 Interaktion von Quil A mit Phospholipid
Es ist auﬀällig, dass eine Interaktion von Quil A mit Phospholipid (in Gegenwart von
Chol) bevorzugt zur Bildung ebener Strukturen zu führen scheint. Eine Einarbeitung
in die wormlike micelles bewirkt, dass die zunächst helicale Überstruktur in eine
planare Form, die ringlike micelles, überführt wird. Neben den ringlike micelles
entstehen wormlike micelles mit einem wesentlich geringeren helicalen Abstand. Sie
nähern sich also ebenfalls einem planaren Ringsystem an. Diese Beobachtungen,
legen den Schluss nahe, dass Phospholipid den Versatz, der die Bildung der Helix
bewirkt, aufhebt. Die Folge ist die Bildung ringförmiger Strukturen.
Die Beobachtung, dass Phospholipid zusammen mit Chol bevorzugt planare Struk-
turen ausbildet, triﬀt auch auf die zuvor beschriebenen Wechselwirkungen mit Li-
posomen zu (Abschnitt: 4.4.2, sowohl mit als auch ohne Chol).
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4.5 Zusammenfassung
Ziel dieses Teils der Arbeit war eine Untersuchung des Aufbaus von Quil A-Assoziaten.
Der Schwerpunkt lag dabei auf der Solubilisation von Cholesterol in Quil A.
TEM legt eine helicale Überstruktur der sich bildenden wormlike micelles nahe.
SANS und SAXS-Messungen bestätigen das Vorliegen einer Überstruktur, die wahr-
scheinlich helicaler Natur ist.
Anhand der durchgeführten Untersuchungen konnte eine Modellvorstellung für die
Bildung der Helix aufgestellt werden. Der Modellvorstellung wurde zugrundegelegt,
dass die Mizellbildung durch ein Aufeinanderstapeln von Quil A und Cholesterol-
Ringgerüsten erfolgt. Mittels Molecular Modelling konnte folgendes Modell erstellt
werden:
1. Der Zusammenhalt der Mizelle erfolgt wahrscheinlich über hydrophobe Wech-
selwirkungen der Ringgerüste, aber auch eine hydrophile Wechselwirkung in
Form einer Wasserstoﬀbrücke von Chol zu Quil A.
2. Eine mögliche Ursache für die Bildung der Helix-Struktur ist eine Verkippung
der Ringgerüste gegeneinander.
Des Weiteren wurde der Einﬂuss von Verunreinigungen auf die gebildeten Assozia-
te beurteilt. Hier zeigte sich, dass Verunreinigungen zu einem Kettenabbruch der
wormlike micelles führen.
Der Einbau von Quil A in Liposomen führte zur Bildung von geschichteten Struk-
turen und Aggregation der zuvor kleinen Partikel.
Kapitel 5
Zusammenfassung
Im Rahmen dieser Arbeit sollten Röntgen- und Neutronenstreuung für die Unter-
suchung kolloidaler Arzneiformen eingesetzt werden. Als Beispielsysteme wurden
ein nanopartikuläres (oberﬂächenmodiﬁzierte Lipidnanopartikel) und ein mizellares
System (Quil A-Assoziate) verwendet.
In beiden Fällen konnten wertvolle Informationen mit Hilfe dieser Methoden ge-
wonnen werden. So konnte sowohl Röntgenkleinwinkelstreuung als auch -beugung
zur Strukturaufklärung der Lipidnanopartikel beitragen. Mittels Röntgenkleinwin-
kelbeugung konnte die α-Modiﬁkation des Hartfetts von der β- und β′-Modiﬁkation
unterschieden werden. Diese Untersuchung konnte an den Lipidmatrices ebenso
durchgeführt werden wie an den Nanosuspensionen. Die Röntgenkleinwinkelstreuung
nach Zentrifugation der Nanosuspensionen zeigte, dass keine zusätzlichen kolloida-
len Partikel neben den Lipidnanopartikeln gebildet wurden. Zusätzlich wurde diese
Methode eingesetzt, um den Aufbau der von Solutol mit Lecithin möglicherweise
in den Nanosuspensionen gebildeten Mischassoziate aufzuklären. Diese wiesen einen
mizellaren (geringer Lecithinanteil) oder liposomalen (hoher Lecithinanteil) Aufbau
auf.
Für die Quil A-Assoziate lieferten sowohl Röntgen- als auch Neutronenkleinwinkel-
streuung einen Haupteil der Ergebnisse. Die erhaltenen Streukurven konnten wichti-
ge Hinweise für die Identiﬁzierung einer helicalen Überstruktur der wormlike micel-
les geben. Des weiteren konnte mittels dieser Methoden der Einﬂuss von Stoﬀen wie
Cholesterol, Cholesterolderivaten und Verunreinigungen auf die Quil A Mizellen be-
urteilt werden. Als problematisch für die Kleinwinkelstreuung stellte sich in diesem
System jedoch die Polydispersität der Systeme dar. Aufgrund dieser Polydispersität
konnten die Ergebnisse lediglich qualitativ beurteilt werden.
114
115
Abschließend kann gesagt werden, dass sowohl Röntgen- als auch Neutronenklein-
winkelstreuung ein sehr mächtiges Hilfsmittel in der Charakterisierung kolloidaler
Arzneiformen darstellen. Um die Ergebnisse abzusichern und die Interpretation zu
erleichtern, ist jedoch eine Kombination mit anderen Untersuchungsmethoden zwin-
gend erforderlich.
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